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方法 
(57) 摘 要 
本 文 提 供 了 用 于 体 细 胞 衍生 的 多 能 干细胞 


有 效 体 外 分 化 成 造血 前 体 细胞 以 及 造血 前 体 细 


或 淋巴 样 谱系 的 免疫 
细胞 特别 是 T 细 胞 .NK 细胞 和 树 突 细胞 的 方法 ,多 


定 的 条 件 下 维持 和 分 化 ;因此 ， 


Az 


J UE 2I 


在 茶 些 实施 方案 中 ,不 需要 使 


胞 进一步 分 化 成 各 


能 细胞 可 以 在 


血清 来 分 化 造血 前 体 细 胞 。 
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1 . ffir ^E fue MERIK, KAFE: 

(a) 获得 多 能 干细胞 (PSO ,其 中 所 述 PSC 从 体 细 胞 群体 重 编程 而 来 ; 

(b) 将 PSC 分 化 成 造血 前 体 细胞 (HPC) ;和 

(c) 在 促进 免疫 细胞 分 化 的 条 件 下 培养 HPC, 从 而 产生 免疫 细胞 。 

2. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 PSC 是 诱导 多 能 干细胞 GPSO 。 

3. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 PSC 是 胚胎 干细胞 ECS) 。 

4. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 免 疫 细胞 是 淋巴 样 细胞 。 

5. 权 利 要 求 4 的 方法 ,其 中 所 述 淋巴 样 细 胞 是 T 细 胞 .8B 细 胞 和 /7 或 下 细胞 。 

6. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 免疫 细胞 是 拥 样 细胞 。 

7. 权 利 要 求 6 的 方法 ,其 中 所 述 髓 样 细胞 是 树 突 细 胞 。 

8. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 体 细胞 群体 是 血细胞 群体 或 皮肤 细胞 群体 。 

9. 权 利 要 求 8 的 方法 ,其 中 所 述 血细胞 群体 包含 T 细 胞 .B 细 胞 和 /或 NK 细胞 。 

10. 权 利 要 求 8 的 方法 ,其 中 所 述 血细胞 群体 进一步 定义 为 祖 血 细胞 、 外 周 血 单 核 细胞 
或 淋巴 母 细 胞 样 细胞 。 

11. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 体 细胞 群体 是 哺乳 动物 体 细胞 群体 。 

12. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 体 细胞 群体 是 人 体 细 胞 群体 。 

13. 权 利 要求 8 的 方法 ,其 中 所 述 血细胞 群体 分 离 自 外 周 血 .脐带 血 或 淋巴 样 组 

14. 权 利 要 求 13 的 方法 ,其 中 所 述 淋巴 样 组 织 包括 骨 骨 、 淋 巴结 或 胎儿 肝脏 。 

15. 权 利 要 求 8 的 方法 ,其 中 所 述 血 细胞 群体 包括 T 细 胞 。 

16. 权 利 要 求 15 的 方法 ,其 中 所 述 T 细 胞 在 抗 CD3 抗 体 和 /或 抗 CD28 抗 体 存 在 下 培养 。 

17. 权 利 要 求 15 的 方法 ,其 中 所 述 T 细 胞 是 CD4 或 CD8 TAH o 

18. 权 利 要 求 15 的 方法 ,其 中 所 述 T 细 胞 是 T 辅 助 细胞 1 (TH) 细胞 ,T 辅 助 细胞 2 (TH2) 细 
胞 ,TH17 细 胞 ,细胞 毒性 T 细 胞 ,调节 性 T 细 胞 ,天然 杀 伤 T 细 胞 ,幼稚 T 细 胞 ,记忆 T 细 胞 或 Y6T 
细胞 。 

19. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 重 编程 包括 将 重 编程 因子 导入 所 述 体 细胞 群体 。 

20. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 重 编程 包括 将 RNA、 蛋 白质 或 小 分 子 导 入 所 述 体 细胞 群 


لار 
o‏ 


体 。 


21 .权利 要 求 19 的 方法 ,其 中 所 述 体 细胞 群体 是 血细胞 或 皮肤 细胞 。 

22. 权 利 要 求 19 的 方法 ,其 中 所 述 重 编程 因子 由 一 个 或 多 个 表达 盒 编 码 。 

23. 权 利 要 求 19 的 方法 ,其 中 所 述 重 编 程 因子 包括 选 自 Sox2、0ct4、cMyc、Klf4、Nanog、 
SV40 大 T 抗 原 和 Lin28 的 两 个 或 更 多 个 基因 。 

24. 权 利 要 求 19 的 方法 ,其 中 所 述 重 编程 因子 包括 选 自 Sox2、0ct4、cMyc、Klf4、Nanog、 
SV40 大 T 抗 原 和 Lin28 的 3、4、5 或 6 个 基因 。 

25. 权 利 要求 22 的 方法 ,其 中 所 述 一 个 或 多 个 表达 盒 包 含 在 选 晶 病毒 载体 、 游 离 载体 和 
转 座 子 的 重 编程 载体 中 。 

26. 权 利 要 求 25 的 方法 ,其 中 所 述 病毒 载体 被 进一步 定义 为 逆转 录 病 毒 载体 。 

27. 权 利 要 求 25 的 方法 ,其 中 所 述 游离 载体 进一步 定义 为 基于 EB 病毒 (EBV) 的 游离 载 
体 。 

28. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 重 编程 包括 在 确定 的 无 饲养 细胞 条 件 下 培养 细胞 。 
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29. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 所 述 PSC 基 本 上 不 含 整合 的 外 源 病毒 元 件 。 

30. 权 利 要 求 8 的 方法 ,其 中 所 述 血 细胞 群体 未 用 外 源 施 用 的 G-CSF 动 员 。 

31 .权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 了 PC 分 化 成 每 个 HPC 至 少 20 个 免疫 细胞 。 

32 .权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 了 C 分 化 成 每 个 HPC 至 少 50 个 免疫 细胞 。 

33 .权利 要 求 1 的 方法 ,其 中 HPC 分 化 成 每 个 HSC 至 少 100 个 免疫 细胞 。 

34. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 PSC 分 化 成 每 个 PSC 至 少 50 个 免疫 细胞 。 

35. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 将 所 述 PSC 分 化 成 HPC 包 括 以 下 顺序 步 又 ; 

(a) 在 包含 至 少 一 种 生长 因子 的 第 一 确定 培养 基 中 培养 或 维持 多 个 基本 上 未 分 化 的 多 
能 细胞 ; 

(b) 在 不 含 或 基本 上 不 含 IL-3、F1t3 配 体 和 GM-CSF 的 第 二 确定 培养 基 中 孵育 细胞 ; 

(c) 在 足以 扩 增 或 促进 多 个 细胞 分 化 的 包含 BMP4、FGF2 和 VEGF 的 第 三 确定 培养 基 中 培 
养 细 胞 ;和 

(d) 在 足以 扩 增 或 促进 多 个 细胞 分 化 的 包含 TL-3 和 F1t3 配 体 的 第 四 确定 培养 基 中 培养 
细胞 ， 

其 中 多 个 多 能 细胞 分 化 成 HPC。 

36. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 包 含 pbplepbistatin 和 /或 Rock 抑制 


37. 权 利 要 求 36 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 还 包含 GSK3 折 制剂 。 

38. 权 利 要求 37 的 方法 ,其 中 所 述 GSK3 抑 制剂 是 CHIR99021 。 

39. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 还 包含 BMP4、 VEGF 和 FGF2。 

40. 权 利 要 求 39 的 方法 ,其 中 所 述 细 胞 在 步骤 (b) 之 前 个 体 化 。 

41. 权 利 要 求 40 的 方法 ,其 中 使 用 胺 培养 板 执行 步骤 (b) 至 (d) 。 

42. 权 利 要 求 36 的 方法 ,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 还 包含 VEGF 和 FGF2。 

43. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 第 四 确定 培养 基 还 包含 选 自 IL-3、IL-6、SCFE、TP0 和 
BMP4 的 一 种 或 多 种 细胞 因子 。 

44. 权 利 要 求 35 的 方法 "其中 所 述 第 四 XE duos Ad HEAR e 

45. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 方法 包括 在 低 于 25% 的 氧 的 大 气压 力 下 培养 所 述 


46. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 方法 包括 在 低 于 5% 的 氧气 的 大 气压 力 下 培养 所 述 


47. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 多 个 多 能 细胞 形成 胚 状 体 EB) 。 

48. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 HPC 表 达 CD34。 

49. 权 利 要 求 35 的 方法 ,其 中 所 述 HPC 表 达 选 自 CD43、CD34、CD31、CD41、CD235 和 CD45 的 
至 少 两 种 标记 。 

50. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 促进 免疫 细胞 分 化 的 条 件 进一步 定义 为 促进 淋巴 样 分 化 的 
条 件 。 
51. 权 利 要 求 50 的 方法 ,其 中 在 促进 淋巴 样 分 化 的 条 件 下 培养 表达 CD34 和 CD43 的 HPC。 

52. 权 利 要 求 1 的 方法 ,其 中 培养 细胞 以 促进 淋巴 样 分 化 包括 : 
(在 确定 的 培养 基 中 在 包 被 有 基质 和 Notch 配 体 的 表面 上 培养 HPC, 其 中 HPC 表 达 选 自 
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CD34、CD43、CD7、DLL4、.CD144 和 CD235 的 一 种 或 多 种 细胞 表面 标记 ;和 


Gi) 在 一 种 或 多 种 细胞 因子 存在 下 维持 培养 物 , 从 而 产生 淋巴 样 细胞 。 


,其 中 所 述 基质 是 细胞 外 基质 蛋白 。 

,其 中 所 述 HPC 表 达 CD144、CD34,CD45 和 /或 CD7。 

,其 中 步骤 CO 还 包括 分 离 表达 一 种 或 多 种 细胞 表面 标记 的 HPC。 
,其 中 分 离 包括 磁 激活 细胞 分 选 MACS) 。 

,其 中 所 述 细 胞 在 低 于 5% 的 氧 的 大 气压 力 下 培养 。 

,其 中 所 述 细胞 在 5% 的 氧 的 大 气压 力 下 培养 。 

确定 的 培养 其 包含 抗坏血酸 和 /或 烟 栈 胺 。 

抗坏血酸 以 50uM 至 1mM 的 浓度 存在 。 

抗坏血酸 以 90uM 至 100LM 的 浓度 存在 。 

内 酰胺 以 0.1mM 至 5mM 的 浓度 存在 。 

KFARA Wiséretronectin, Ez Ei S&H, FEREK PH gx ZEE 8 


m 
: 


,其 中 所 述 基质 是 retronectin。 
,其 中 所 述 Notch 配 体 是 DLL4。 

,其 中 所 述 DLL4 是 DLL4 : 
,其 中 所 述 一 种 或 多 种 细胞 因子 选 自 SCF 、TP0、IL-7 和 Flt-3。 


: ا‎ E 


其 中 所 


其 中 步骤 G3) 为 1 至 6 周 。 


,其 中 超过 5% 的 淋巴 样 细胞 对 于 所 述 标记 中 的 至 少 两 种 是 阳性 


淋巴 样 细胞 对 于 所 述 标记 中 的 至 少 两 种 


免疫 细胞 分 化 的 条 件 进一步 定义 为 促进 般 样 分 化 的 条 


,其 中 超过 10% 的 所 述 


,其 中 在 促进 髓 样 分 化 的 条 件 下 培养 HPC 包 括 : 


上 定 培 养 苛 中 培养 HPC, 由 此 产生 髓 样 细胞 群体 ; 


,其 中 所 
,其 中 所 
,其 中 所 
62. 权 利 要 求 59 的 方法 ， 
63. 权 利 要 求 52 的 方法 ， 


,其 中 促进 


53. 权 利 要 求 52 的 方法 
54. 权 利 要 求 52 的 方法 
55. 权 利 要 求 52 的 方法 
56 .权利 要 求 55 的 方法 
57. 权 利 要 求 52 的 方法 
58. 权 利 要 求 52 的 方法 
59 .权利 要 求 52 的 方法 
60. 权 利 要 求 59 的 方法 
61. 权 利 要 求 59 的 方法 


64. 权 利 要 求 52 的 方法 
65. 权 利 要 求 52 的 方法 
66. 权 利 要 求 63 的 方法 
67. 权 利 要 求 52 的 方法 


68. 权 利 要 求 52 的 方法 ， 
,其 中 步 又 Gi) 为 2 至 4 周 。 
,其 中 所 述 淋 巴 样 细胞 表达 选 自 CD8、CD7、CD45、CD5、CD4 和 CD3 的 


69. 权 利 要 求 52 的 方法 


70. 权 利 要 求 52 的 方法 


一 种 或 多 种 标记 。 


71. 权 利 要 求 70 的 方法 


的 。 


72. 权 利 要 求 70 的 方法 


是 阳性 的 。 

73. 权 利 要 求 1 的 方法 
件 。 

74. 权 利 要 求 73 的 方法 


(i) EEA TPO, SCF 和 Flt3 配 体 的 第 一 胡 


和 


G i) 将 细胞 在 基本 上 不 含 TP0.SCF 和 Flt3 配 体 的 第 二 确定 培养 基 中 孵育 ,从 而 产生 襄 


,其 中 所 述 第 一 确定 培养 基 还 包含 IL-6 和 TIL-3。 
AM 
=] 


GM-CSF 。 


,其 中 所 述 第 二 确定 培养 基 包 


;其 中 步 又 (Gi) 中 产生 的 骨 样 细胞 群体 的 至 少 50% 对 于 CD45、 


性 的 髓 样 细胞 群体 基本 上 不 表达 


— 


,其 中 对 于 CD45、CD43 和 CD31 阳 


集 的 散 样 细胞 群体 。 
75. 权 利 要求 74 的 方法 
76. 权 利 要求 74 的 方法 
77. 权 利 要 求 74 的 方法 
CD43 和 CD31 是 阳性 的 。 
78. 权 利 要 求 77 的 方法 
CD34。 
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79 RAER TAM Zr ج12‎ , He حل‎ BD E SERT BEF 2L EE AS BI حك جك‎ 80 % 220043“ ,CD45" ,CD31 
“和 CD34 。 

80. 权 利 要 求 74 的 方法 ,其 中 步骤 GD 为 5 至 10 天 。 

81. 权 利 要 求 74 的 方法 ,其 进一步 包括 将 所 述 富 集 的 髓 样 细胞 群体 分 化 成 树 突 细胞 。 

82. 权 利 要 求 81 的 方法 ,其 中 将 富 集 的 髓 样 细 胞 群体 分 化 成 树 突 细 胞 包括 在 包含 GM- 
CSF、IL-4 和 TNFa 的 确定 培养 其 中 培养 高 集 的 髓 样 细胞 群体 ,从 而 产生 树 突 细胞 。 

83. 权 利 要 求 82 的 方法 ,其 中 所 述 确定 的 培养 基 还 包含 脂 和 蛋白。 

84. 权 利 要 求 82 的 方法 ,其 中 所 述 树 突 细 胞 表达 选 自 CD209、CDla、HLA-DR、CDl1lc、CD14、 
CD83 和 CD86 的 一 种 或 多 种 标记 。 

85. 权 利 要 求 82 的 方法 ,其 中 所 述 树 突 细胞 基本 上 不 表达 CD12。 
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用 于 将 多 能 干细胞 定向 分 化 为 免疫 细胞 的 方法 


日 20 日 提交 的 美国 临时 申请 系列 号 62/244,101 以 及 2016 


日 提交 的 系列 号 62/404,470 的 优先 权 ,两 个 申请 的 全 部 内 容 通过 引用 并 入 本 文 。 


制备 免疫 细胞 的 方法 和 组 合 物 。 


一 


JI] o H 


NK 细胞 的 方法 。 


[0001] ”本 申请 要 求 于 2015 年 10 
年 10 月 5 
[000] 发明 背景 


1. 发 明 领 域 
本 发 明 一 般 而 言 涉 及 分 子 生物 学 领域 .更 具体 地 ,涉及 用 于 从 体 细 胞 衍生 的 诱导 


[0003] 

多 能 干细胞 GPSO) 

[0004] 2. 相关 技术 的 描述 
[0005] 


已 经 开发 了 细胞 治疗 方法 以 增强 宿主 对 肿瘤 、 病 毒 和 细菌 病原 体 的 免疫 应 答 。 细 
胞 治疗 方法 通 当 涉及 T 细 胞 的 离 体 激活 和 扩 增 ,这 些 类 型 的 治疗 的 实例 包括 使 用 肿瘤 浸润 
淋巴 (TIL) 细胞 ,细胞 毒性 T 细 胞 3 289 FE E IRE £ SH BARE REC f P CS RU f 
干细胞 和 祖 细胞 具有 显著 的 医学 潜力 ,已 经 做 了 大 量 工作 来 试图 改善 用 于 将 造血 祖 
细胞 分 化 成 免疫 细胞 如 T 细 胞 和 


在 人 中 ,诱导 多 能 干 GPS) 细胞 通 癌 由 真皮 成 纤维 细胞 产生 .然而 ,皮肤 活 组 织 检 
查 的 要 求 以 及 体外 扩 增 成 纤维 细胞 用 于 数 次 传代 的 需求 使 其 成 为 产生 患者 特异 性 干细胞 


3 程 人 体 细胞 的 方法 是 不 方便 的 ,因为 它们 需要 直接 从 人 受 


T3 


[0006] 
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法 ,该 方法 简单 方便 且 易 于 获得 。 因 此 ,血液 样品 可 以 是 这 样 的 来 源 ， 
液 可 以 从 患者 或 健康 个 体 收集 、 存 储 或 转移 ,例如 从 中 央 单 元 分 配 到 一 个 或 多 个 遥 
b 方 。 因 此 ,目前 明确 需要 从 体 细 胞 重 编程 PS 细胞 然后 有 效 地 将 体 细胞 衍生 的 iPS 细 
胞 分 化 成 免疫 细胞 如 T 细 胞 .NK 细胞 TANK 细 胞 和 椅 突 细胞 的 方法 。 


发 明 概 述 


本 公开 内 容 的 第 一 个 实施 方案 提供 了 产生 免疫 细胞 的 方法 ,其 包括 获得 多 能 干 细 
胞 (PSO ,其 中 所 述 PSC 从 体 细 胞 群体 重 编程 而 来 ,将 所 述 PSC 分 化 成 造血 前 体 细胞 (HPO) ,以 


在 一 些 方面 ,PSC 是 诱导 多 能 干细胞 (iPSC 。 在 其 他 方面 ,PSC 是 胚胎 干细胞 ECS) 。 


在 某 些 方面 ,免疫 细胞 是 淋巴 样 细胞 .在 具体 的 方面 ,淋巴 样 细胞 是 T 细 胞 .B 细 胞 
和 /或 细胞 ,在 一 些 方 面 ,免疫 细胞 是 髓 样 细胞 。 在 具体 方面 , 髓 样 细胞 是 树 突 细 胞 。 

在 一 些 方面 , 体 细胞 群体 是 哺乳 动物 体 细胞 群体 ,在 特定 方面 , 体 细胞 群体 是 人 体 
细胞 群体 .在 一 些 方面 , 体 细胞 群体 是 血细胞 群体 或 皮肤 细胞 群体 。 在 某 些 方面 ,血细胞 群 
体 未 用 外 源 施加 的 G-CSF 动员 ,在 某 些 方面 ,血细胞 群体 包含 7 细胞 .B 细 胞 和 /或 NK 细胞 ,在 


细胞 群体 进一步 定义 为 祖 血 细胞 、 外 周 血 单 核 细胞 或 淋巴 母 细 胞 样 细 胞 ,在 某 


\ 脐 带 血 或 淋巴 样 组 织 , 在 具体 的 方面 ,淋巴 样 组 织 包 括 
的 方面 ,血细胞 群体 包含 ?细胞 ,在 一 些 方面 ,T 细 胞 在 抗 


诱导 多 能 干细胞 的 方 


因为 ] 
E JF 


[0007] 
[0008] 


及 在 促进 免疫 细胞 分 化 的 条 件 下 培养 HPC, 从 而 产生 免疫 细胞 。 


]0009[ 


在 一 些 方面 ,PSC 基 本 上 不 含 整合 的 外 源 病 毒 元 件 。 


]0010[ 


]0011[ 


一 些 方面 ,! 


些 方面 ,血细胞 群体 分 离 自 外 周 1 


淋巴 结 或 胎儿 肝脏 。 在 具体 


EL Hv 
月 HE 4 


CD3 抗 体 和 /或 抗 CD28 抗 体 存在 下 培养 。 在 具体 的 方面 ,IT 细胞 是 CD4 或 CD8 ” T 细 胞 .在 一 些 方 
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面 ;T 细 胞 是 T 辅 助 细 胞 1 (THD) 细胞 ,T 辅 助 细胞 2 (THD 细胞 ,TH17 细 胞 ,细胞 毒性 T 细 胞 , 调节 


i 程 包括 


| , 重 编程 因子 由 一 个 或 


X2、0ct4、cMycKLf4、Nanog、SV40 大 T 
i 程 因子 包括 选 自 Sox2、0ct4、cMyc、 
基因 ,在 某 些 方面 ,所 述 一 个 或 多 个 表达 命 
i 程 载体 中 。 在 一 些 方面 ,病毒 载体 被 进一步 


田 胞 条 件 下 培养 细胞 。 


书 


说 BH 
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性 T 细 胞 ,天 然 杀 伤 T 细 胞 ,幼稚 T 细 胞 ,记忆 T 细 胞 或 y 5T 细 胞 。 


i 程 因子 导入 体 细 胞 群体 在 一 些 方面 , 重 多 


细胞 或 皮肤 细胞 ,在 一 些 方 下 
程 因 子 包括 选 自 So 
抗原 和 Lin28 的 两 个 或 更 多 个 基因 。 在 一 些 方面 , 重 $ 
Klf4、Nanog、SV40 大 T 抗 原 和 Lin28 的 3、4、5 或 6 个 
包含 在 选 自 病毒 载体 ,游离 载体 和 转 座 子 的 重 s 
定义 为 逆转 录 病 毒 载体 ,在 具体 的 方面 ,游离 载体 被 进一步 定义 为 基于 Epstein-Barr 病 毒 


VEIT C IRE 


UE GU E 
RNA 蛋白质 或 小 分 子 导 入 体 细胞 群体 。 
在 具体 方面 , 体 细胞 群体 是 1 


i 程 包括 在 而 
在 一 些 方面 ,HPC 分 化 成 每 个 HPC 至 少 20 个 免疫 细胞 ,如 每 个 HSC 至 少 30、40、50、60、 


[0012] Æ, E? 


[0013] 
多 个 表达 盒 


i13 AEREA E , TELA 


(EBV) E JE E RA TEB 77 El, ES 
[0014] 


70、70、90、100 或 更 多 个 免疫 细胞 ,在 一 些 方面 ,PSC 分 化 成 每 个 PSC 至 少 20 个 免疫 细胞 ,例如 
每 个 PSC 至 少 30、40、50 或 更 多 个 免疫 细胞 。 


种 生长 因子 的 第 


在 茶 些 方面 ,使 PSC 分 化 成 FPC 包括 以 下 顺序 步 又 :在 包含 至 少 


]0015[ 


确定 培养 基 中 培养 或 维持 多 个 基本 上 未 分 化 的 多 能 细胞 ,在 不 含 或 基本 上 不 含 IL-3、 


基 中 培养 细胞 ,在 足以 扩 增 或 促进 多 个 细胞 分 化 的 包含 
上 定 培 养 基 中 培养 细胞 ,和 在 足以 扩 增 或 促进 多 个 细胞 分 化 的 包 
上 定 培 养 基 中 培养 细胞 ,在 一 些 方面 ,多 个 多 能 细胞 分 化 成 HPC。 
有 定 培养 基 包 含 blebbistatin。 在 某 些 方面 ， 


Era 


第 二 确定 培养 基 还 包含 GSK3 
有 定 培养 基 还 包含 BMP4、 


定 培养 基 中 孵育 之 前 将 细胞 个 体 化 。 在 一 些 方 
定 培养 基 中 培养 细胞 和 在 第 四 下 


REI 


aE FR FEHR A dr VEGFFIFGF2. TE HET 
E RELA Ra E RS E IL-3, IL-6 SCF, TPOIBMPATIS Zt BL DS] HP « E kk 
和 定 培 养 基 包 含 肝素 。 在 一 些 方面 ,该 方法 包括 在 低 于 25%% 的 氧 , 例 如 低 于 24%% و‎ 


Para عل‎ 


F1t3WUACRIGM-CSFIT) 8 — 8 
BMP4,FGF2AHIVEGFRU £8 — 
A IL-38F L t3 p HR ki $ê VI E 
在 一 些 方面 ,第 二 在 


定 培养 


抑制 剂 ,在 一 些 方面 ,GSK3 抑 制剂 是 CHTR99021 。 在 一 些 方面 ,第 二 硼 
VEGF 和 FGF2。 在 某 些 方面 ,在 将 细胞 在 第 二 而 
se Biagi cp e ej ME . ES — n 
培养 细胞 使 用 胺 培养 板 进行 。 在 某 些 方面 ,第 二 而 


m, ER 


[1p #1 
A M, 8 UU f 


2396,2295,2196,2096,1996,1896,1796,1696,1596 , 1096 8175 ANKE FREEZE 


能 细胞 形成 胚 状 体 (EB) 。 在 某 些 方面 ,HPC 表 达 CD34。 在 具体 的 方面 ,HPC 
、CD34、CD31、CD41、CD235 和 CD45 的 标记 。 

在 一 些 方面 ,促进 免疫 细胞 分 化 的 条 件 进 一 步 定 义 为 促进 淋巴 样 分 化 的 条 件 。 在 
进 淋巴 样 分 化 的 条 件 下 培养 ,在 一 
定 的 培养 基 中 在 包 被 有 基质 和 Notch 配 体 的 表 


上 5 


方面 ,培养 细胞 
面 上 培养 HPC, 其 


在 一 些 方面 ,多 个 多 
表达 人 至少 两 种 来 自 CD43 
[0016] 


某 些 方面 ,表达 CD34 和 CD43 的 HPC 在 促 


以 促进 淋巴 样 分 化 包括 在 外 


中 所 述 HPC 表 达 选 自 CD34、CD43、CD7、DLL4、CD144 和 CD235 的 一 种 或 多 种 细胞 表面 标记 ,并 且 


淋巴 样 细胞 ,在 一 些 方面 ,HPC 


此 产生 


在 另外 的 方面 ,淋巴 样 分 化 的 第 


在 存在 一 种 或 多 种 细胞 因子 的 情况 下 维持 培养 物 ,由 
定 方 面 ,到 C 表 达 CD144、CD34、CD45 和 CD7。 
一 步 还 包括 分 离 表 达 一 种 或 多 种 细胞 表面 标记 的 


表达 CD144、CD34、CD45 和 CD7 ,在 特 
[0017] 


HPC。 在 一 些 方面 ,分 离 包括 磁 激 活 细胞 分 选 MACS) ,在 某 些 方面 ,细胞 在 低 于 5% 的 氧 的 大 


ET TR 


发 以 50uM 至 1mM 的 浓度 存在 ,例如 90nM 至 


气压 力 下 培养 ,在 某 些 方面 ,细胞 在 约 5% 的 氧 的 大 气压 力 下 培养 .在 一 些 方面 , 负 
发 和 /或 烟 栈 胺 。 在 某 些 方面 , 抗 坏 4 


基 包 含 抗 坏 ] 
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100uM。 在 一 些 方面 , 烟 酰 胺 以 0.1mM 至 5mM 的 浓度 存在 。 在 一 些 方 面 , 烟 酰 胺 是 烟 酸 ,在 一 些 
方面 ,基质 是 细胞 外 基质 蛋白 ,在 一 些 方面 ,基质 是 retronectin ,胶原 蛋白, 层 粘 连 重 白 或 
纤 连 蛋白 ,在 特定 方面 ,基质 是 retronectin ,在 一 些 方面 ,Notch 配 体 是 DLL4。 在 某 些 方面 ， 
DLL4 是 DLL4:Fc 符 合 和 蛋白 。 在 有 具体 方面 ,一 种 或 多 种 细胞 因子 选 自 SCF、TP0、IL-7 和 FlLt-3。 在 
某 些 方面 ,第 二 步 又 是 一 至 六 周 , 例 如 二 至 四 周 。 在 一 些 方面 ,淋巴 样 细胞 表达 选 自 CD8、 
CD7、CD45、CD5、CD4 和 CD3 的 一 种 或 多 种 标记 ,在 一 些 方面 ,超过 5% 的 淋巴 样 细胞 对 于 至 少 
两 种 标记 是 阳性 的 ,在 特定 方面 ,超过 10% 的 淋巴 样 细胞 对 至 少 两 种 标记 是 阳性 的 。 

[0018] ”在 一 些 方面 ,促进 免疫 细胞 分 化 的 条 件 进一步 定义 为 促进 肯 样 分 化 的 条 件 , 在 某 
些 方面 ,在 促进 髓 样 分 化 的 条 件 下 培养 HPC 包括 在 包含 TP0、SCF 和 Flt3 配 体 的 第 一 确定 培养 
基 中 培养 HPC, 由 此 产生 髓 样 细胞 群体 ,并 将 细胞 在 基本 上 不 仿 TPO、SCF 和 F1t3 配 体 的 第 二 
确定 培养 基 中 贸 育 ,从 市 产生 富 集 的 髓 样 细 胞 群体 ,在 一 些 方面 ,第 一 确定 培养 其 还 包 合 
IL-6 和 ITIL-3。 在 某 些 方面 ,第 二 确定 培养 基 包 含 GM-CSF。 在 具体 的 方面 ,第 一 步 又 中 产生 的 
至 少 50% 的 散 样 细胞 群体 对 CD45、.CD43 和 CD31 是 阳性 的 。 在 一 些 方面 ,对 于 CD45、CD43 和 
CD31 阳 性 的 散 样 细胞 群体 基本 上 不 表达 CD34。 在 有 具体 的 方面 ,至 少 80% 的 富 集 的 髓 样 细胞 
群体 是 CD43”、CD45 ,CD31 和 CD34 。 在 某 些 方面 ,第 二 步骤 进行 5 至 10 天 。 

[0019] ”在 某 些 方面 ,该 方法 还 包括 使 富 集 的 散 样 细胞 群体 分 化 成 树 突 细胞 .在 一 些 方面 ， 
将 富 集 的 髓 样 细 胞 群体 分 化 为 树 突 细 胞 包括 在 包含 GM-CSF、IL-4 和 TNFa 的 确定 培养 基 中 培 
养 富 集 的 散 样 细胞 群体 ,从 而 产生 树 突 细胞 。 在 一 些 方面 ,确定 的 培养 基 还 包含 脂 蛋 白 。 在 
某 些 方面 , 树 突 细 胞 表达 选 自 CD209、CDla、HLA-DR、CD11c、CD14、CD83 和 CD86 的 一 种 或 多 种 
标记 。 在 具体 的 方面 , 树 突 细胞 基本 上 不 表达 CD12。 
[0020] ”根据 以 下 详细 描述 ,本 发 明 的 其 他 目的 ,特征 和 优点 将 变 得 明显 。 然 而 ,应 该 理解 
的 是 ,尽管 指出 了 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,但 是 详细 描述 和 具体 的 实施 例 仅 仅 是 以 示例 的 
方式 给 出 的 ,因为 在 本 发 明 的 精神 和 范围 内 的 各 种 改变 和 修改 根据 该 详细 描述 对 于 本 领域 
技术 人 员 将 变 得 明显 。 
[0021] ” 附 图 的 简要 说 明 

[0022] ”以 下 附 图 形成 本 说 明 书 的 一 部 分 并 且 被 包括 以 进一步 说 明 本 发 明 的 某 些 方面 , 通 
过 参考 这 些 附 图 中 的 一 个 或 多 个 附 图 并 结合 在 此 给 出 的 具体 实施 方案 的 详细 描述 ,可 以 更 
好 地 理解 本 发 明 。 
[0023] ”图 1A-1D: (A) 从 iPSC 和 衍生 T、NK 和 NK/T 细 胞 的 无 饲养 细胞 方法 的 示意 图 。 通 过 3D 过 
程 将 iPSC 分 化 为 具有 淋巴 样 和 髓 样 潜 能 的 HPC, 然 后 将 第 7-10 天 的 祖 细胞 进行 2D 分 化 过 程 
以 产生 T、NK 和 NK/T 细 胞 。 (B) 从 iPSC 衍 生 树 突 细 胞 的 无 饲养 细胞 方法 的 示意 图 .通过 3D 过 程 
将 iPSC 分 化 成 具有 淋巴 样 和 散 样 潜能 的 HPC ,并 且 将 第 12 天 的 祖 细 胞 进一步 分 化 以 产生 髓 
样 祖 细胞 并 进行 逐步 3 分 化 过 程 以 产生 树 突 细胞 。(O) 在 分 化 的 第 12 天 时 从 各 种 血液 细胞 
衍生 的 iPSC 细 胞 系 产生 了 HPC, 以 及 显示 了 通过 流 式 细胞 术 定 量 的 CD43 / CD34 细胞 的 百 分 
HE. O) 来 自 第 12 天 的 ijPSC 的 HPC 产 生效 率 显示 为 每 输入 数量 的 jPSC 产 生 的 到 C 的 绝对 数量 
的 比率 。 

[0024] ”图 2: 显 示 流 式 细胞 术 散 点 图 ,其 识别 第 7-10 天 HPC 的 淋巴 样 分 化 过 程 中 的 淋巴 样 
和 淋巴 样 - 肯 样 细胞 群体 ,测定 了 T 前 体 .NK 和 NK/T 细 胞 的 存在 。 
[0025] ”图 3A-3D: (4 检测 来 自 病毒 和 游离 型 重 编 程 iPSC 的 淋巴 样 细胞 的 出 现 的 代表 性 染 


2 
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色谱 ,包括 脐带 血 衍 生 iPSC、 病 毒 重 编程 细胞 iPSC (Ti PSO) 和 游离 型 重 纺 程 祖 血 细胞 iPSC 
(01279.107.3908) 。 就 各 种 标记 (包括 CD5 ,CD7,CD45,CD3,CD56 和 CD8) 的 表面 表达 对 细胞 进 
行 染 色 。 通 过 流 式 细胞 术 在 FSC-SSC 和 淋巴 样 分 散 门下 定量 细胞 的 百分比 。 (EB7 二 第 7 天 ， 
EB8 — 8R ,EB9 — $89-K ,EBLO — 28 10K ,EB11 — 28 1 UR . (B) 第 7-11 天 从 TiPSC 分 化 的 HPC 
(顶部 :总 HPC; 底 部 :CD43 CD34 HPO 进一步 分 化 为 淋巴 样 细胞 ,并 对 CD45、CD7 和 CD5 的 表 
面 表达 进行 染色 。 通 过 流 式 细胞 术 在 FSC-SSC 和 淋巴 样 细胞 分 散 门 上 对 细胞 的 百分比 进行 
EE. (O 第 7-11 天 从 TiPSC 产 生 的 HPC (顶部 :总 HPC; 底 部 :CD43 CD34 HPO 在 低 氧 条 件 下 
分 化 并 对 CD56、CD8 和 CD3 的 表面 表达 进行 染色 。D) 显示 了 从 TiPSC 产 生 淋 巴 样 细胞 的 效率 
Cz: AA VFHPC; 43:CDA43* CD34* HPO 。 

[0026] 图 4: 分 析 从 TiPSC( 例 如 ,病毒 重 编程 的 TiPSCslE 或 游离 型 重 编程 的 
01279.107.3902) 分 化 的 第 7-11 天 的 HPC 在 从 第 7 天 到 第 11 天 的 HPC 分 化 的 不 同日 期 的 CD43/ 
CD34,CD34,D114,D114/CD144,CD317CD144 和 CD235 表 达 。 显 示 了 每 组 标记 阳性 的 细胞 百 分 
比 。CD437CD34 表 达 显 示 在 左 栏 中 ,CD34 显 示 在 右 栏 ,DLL47CD144 显 示 在 底部 的 线 ,CD317 
CD144 显 示 在 中 间 的 线 ,CD235 显 示 在 顶部 的 线 。 

[0027] ”图 5: 在 HPC 分 化 期 间 检 测 淋巴 样 祖 细胞 的 磁性 分 选 策略 的 示意 图 。 感 兴趣 的 标记 
包括 CD31 ,CD34,CD144,CD43,CD45,CD7,CD235FLK1 (也 称 为 KDR, VEGFR2,CD309) 和 DLL4。 在 
分 化 的 第 8 天 ,基于 感 兴趣 的 标记 将 细胞 分 选 成 各 种 级 分 ,然后 进行 淋巴 样 分 化 过 程 。 

[0028] ”图 6A-6B: (显示 了 来 日 图 5 的 磁性 分 选 策略 的 细胞 的 每 个 阳性 和 阴性 级 分 的 CD3 
阳性 细胞 的 百分比 ,未 分 选 的 细胞 作为 对 照 。@B) 显示 了 来 自 图 5 的 磁性 分 选 策略 的 阳性 和 
阴性 级 分 的 从 王 C 产 生 的 T 细 胞 的 富 集 倍数 ,未 分 选 的 细胞 作为 对 照 。 
[0029] ”图 7A-7B: (A) 显示 了 从 TiPSC 淋 巴 样 分 化 4 周 后 来 自 图 5 的 磁性 分 选 策 略 的 细胞 的 
每 个 阳性 和 阴性 级 分 的 CD3 阳 性 细胞 的 百分比 。@B) 从 TiPSCs1E 细 胞 分 化 5 周 的 FACS 图 。 针 对 
出 现 的 淋巴 样 细胞 的 表达 对 CD3 阳 性 细胞 的 流 式 细胞 术 分 析 是 CD7+,CD5+ ,CD3+,CD8+ , 6 
+CD335+,CD161+ ,TCRaB+ ,TCR y 5=, 

[0030] ”图 8A-8B: (A) 阳性 和 阴性 磁性 分 选 级 分 的 第 16 天 的 来 自 HPC 的 TiPC 淋 巴 样 分 化 过 
程 的 效率 显示 为 输入 HPC 与 输出 淋巴 样 细 胞 的 比率 。(B) 从 阳性 磁性 分 选 级 分 开始 的 4 周 结 
束 时 的 分 化 过 程 的 累积 效率 。 
[0031] ”图 9A-9B: (A) 分 化 第 42 天 来 源 于 iPSC 02179 (MeCP2WT) 的 树 突 细胞 的 表 型 分 析 。 将 
细胞 针对 颂 样 树 突 标记 CD205,CD209,HLA-DR,CDla,CDlc,CD80,CDllc,CD80,CD86 和 CD83 的 
细胞 表面 表达 进行 染色 。(B) 用 于 定量 在 树 突 细胞 上 表达 的 各 种 细胞 表面 标记 的 表达 的 代 
表 性 FACS 图 直方 图 。 
[0032] ”图 10: 将 DQ TM 卵 清 蛋 白 (DQ-OVA, Invitrogen) 以 lImg/ml 溶 于 PBS 中 并 以 100ng/ml 
添加 至 iPSC 衍 生 的 DC。 将 细胞 在 37C 或 4C 下 孵育 ,用 FACS 缓 冲 液 洗 涤 两 次 并 在 Accuri 流 式 
细胞 仪 上 分 析 。 与 在 4C 下 的 非特 异性 OVA 摄 取 相 比 ,通过 iPSC 衍 生 的 DC 证 明了 在 37'C 下 的 
0OVA 的 特异 性 摄取 。 
[0033] ”图 11 :代表 PhPCS 的 无 饲养 细胞 和 无 血清 T 和 下 细胞 分 化 的 图 .通过 在 9 天 期 间 的 聚 
集 形 成 .中 胚层 诱导 和 了 PC 分 化 的 连续 步骤 ,将 PSC 首 先 在 基 浮 (3D) 胚胎 体 (EB) 培养 物 中 分 
化 为 CD34 造血 祖 细胞 (HPO 。 使 用 直接 CD34 顺 磁 珠 Miltenyi Biotec) 通过 MACS 分 离 CD3 人 4 
细胞 并 在 2 周期 间 转 移 至 DLL4'retronectin 包 被 的 平板 以 进行 T/NK 分 化 ,在 补充 有 单独 的 
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清 分 化 培 


中 所 示 的 


,缩写 :SFDM, 无 J 
基 ;TCEM,T 细 胞 扩 增 培养 基 ;MACS, 磁 激活 细胞 分 选 。 
12:T/NK 分 化 培养 物 的 流 式 细 胞 术 分 析 。 在 T/ANK 分 化 条 件 下 2 周 后 ,PSC (1C 
定义 的 典型 淋巴 样 细胞 群体 。 这 
) 。T 细 胞 群体 包括 CD4 和 


明 B 


NW 


xL 


一 步 扩 增 


| 的 点 图 ) 。 


日 低 FSC7SSC 参 数 ( 左 侧 点 图 


说 
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IL2 或 IL2 与 其 他 T 细 胞 生长 促进 细胞 因子 (1L7,IL15,IL21) 的 组 合 的 T-EM (ImmunoCult-XF 
T 细 胞 扩 增 培养 基 (Stem Cell Technologies)) 中 在 抗 -CD3 mAb (OKT3) +retronectin 包 被 


13: 分 化 过 程 中 不 同 台 
细胞 衍生 的 每 个 阶段 的 输出 与 输入 纤 


( 均 为 0.5ugycm2) 的 板 上 培养 2 周期 间 ,T 细 胞 可 以 被 
其 ;TCDM,T 细 胞 分 化 培养 寺 


F 


[0034] 


图 


TiPSC) ATÆ ÉI CD34 细胞 产生 上 
种 淋巴 样 细 胞 群体 主要 包含 CD3T 和 CD56 CD3- 亚 细胞 (中间 的 点 图 
CD8 单 阳性 和 双阳 性 细胞 以 及 显著 比例 的 双 阴 性 细胞 Cn T 
田 胞 群体 的 产 率 。 每 个 细胞 类 型 的 产 率 表示 为 民 
色 对 细胞 数 的 比率 。 例 如 ,1.5 CD34 细胞 产 率 表 明 平 均 


[0035] 


K 


1.5 (和 输出) 个 CD34 细胞 可 以 衍生 自 1 (输入 ) 个 PSC 细 胞 .因此 ,1027 细 胞 产 率 表明 102 (输出 ) 


阐 的 PSC 衍 生 的 T 细 胞 (CD3 ) 表达 


要 的 并 且 足 


16A-16H: (A) 第 8 天 HPC 培 养 物 的 代表 性 照片 :HPC 从 内 皮层 发 芽 。(B) 2D HPC 分 化 
. (O 在 分 化 的 第 7-10 天 从 01279.107.3902 MeCP2 KO) 细胞 系 产生 HPC。 (D) 在 


AE TC ADR TE 


的 T 细 胞 的 表 型 ,在 4 周 内 分 化 和 扩 ] 
的 Va24 NKT TCR) 和 典型 的 T 细 胞 标记 CD5 ,CD27 ,CD7。, 它 们 还 表达 


AX) CD34 AHH 


个 T 细 胞 可 以 衍生 上 自 1 Cr 
14:PSC 衍 生 
a/BTCR (不 是 yY /6 或 不 变 


[0036] 


图 


NK 相关 的 (CD161 , CD94) 和 激活 (CD69) 标记 。 


15:PSC 衍 生 的 T 细 胞 的 扩 增 .固定 的 抗 CD3 抗 体 (iCD3) 
) .单独 (未 显示 ) 或 组 合 地 (sSCD3+sCD28) 或 加 入 iCD3 
曾 培 养 物 中 增殖 的 


]0037[ 


图 


以 实现 PSC 衍 生 的 T 细 胞 的 扩 增 (条 形 图 
(iCD3+sCD28) 时 ,可 溶性 刺激 性 CD3 和 CD28 mAb (sCD3, sCD28) EN. ÆI 3 
(照片 ) ,与 相对 不 均匀 的 输入 细胞 群体 相 
兽 收 获 的 细胞 基本 上 是 纯 的 CD3' 7 细胞 ,其 也 表达 CD56 并 获得 CD8 表 达 


T 细 胞 获得 不 规则 形状 的 淋巴 母 细胞 的 特征 形态 
EE A2 FIT AR REL 3 

( 流 式 细胞 术 点 图 ) 。 

[0038] 图 

过 程 的 示意 图 


分 化 的 第 7-10 天 从 TiPSCs1E 细 胞 系 产 生 HPC。 收 获 细胞 并 通过 流 式 细胞 术 定 量 CD43/CD34 细 
胞 的 百分比 。G@) 从 iPSC 产 生 HPC 的 效率 。 该 过 程 的 效率 通过 除 以 每 个 输入 数量 的 1iPSC 产 生 


(F)T 前 体 和 NK 前 体 细胞 的 分 析 。 在 7-10 天 收集 iPSC 


" 
FF o 


的 HPC 的 绝对 数量 来 计 


0.1279.107.3902 (MeCP2 KO) 产生 的 HPC 并 冷冻 保存 。 将 了 PC 解冻 并 以 25Kyem2 的 密度 涂 布 在 


基 


CD8 和 CD3 的 
NK/T 细 胞 的 


以 检测 CD4,CD7,CD5,CD56,CD8 和 CD3 的 表 
ELLE] TF SEC. (H) HPC 产 生 T 细 胞 的 效率 。 
& (CD3 来 计 


基质 胶 或 玻 连 蛋白 上 进行 


BERE ,95nM 


细胞 的 百分比 .量化 T\NK 和 


HPC 分 化 的 第 一 阶段 由 BMP4、VEGF 和 FGF 


基 中 来 驱 


羊 分 散 门 下 通过 流 式 细胞 术 定 量 


基 和 低 氧 条 件 下 使 用 适合 于 在 


14 天 使 用 冷 PBS 收 获 .将 细胞 桨 


th 


لما 


10 


[E S . EMER 


178-170: (A) 在 E8 培 
无 饲养 物 生长 的 iPSC 的 3D HPC 分 化 过 程 的 示意 图 。 
驱动 4 天 ,并且 通 过 将 细胞 置 于 含有 肝素 ,SCE,TPO,Flt-3 配 体 ,IL-3 和 ITIL-6 的 培 前 


Retronectin-DLL4 包 被 的 平板 上 .。 将 细胞 置 于 含有 1%Glutamax,1% 青 霉 有 
小 板 生 成 素 (TPO) ,Flt-3 配 体 (F1t-73) 和 
分 化 。 每 18 小 时 用 新 鲜 培养 
打 色 以 检测 CD4,CD7 ,CD5, CD56, 


L- 抗 坏 血 酸 2- 磷 酸 ,50ng/mL 干 细胞 因子 (SCP) ,1 
IL-7 的 无 血清 确定 (SED) 培养 基 中 在 低 氧 条 件 下 刺激 淋巴 样 


喂养 细胞 ,并 在 第 
表面 表达 。 在 淋巴 相 
存在 。(G)T 前 体 和 NK 前 体 细胞 的 分 析 , 将 细胞 染 
羊 分 散 门 下 通过 流 式 细胞 术 定 量 旨 
该 过 程 的 效率 通过 除 以 每 输入 数量 的 HPC (CD43/34) 产生 的 ?细胞 的 绝对 数量 


EX 


[0039] 


图 
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性 iPSC 细 胞 系 2.038 中 产生 MeCP2 K0 以 产生 9006 
t 体 质粒 p1553 转 染 的 01279 
> 体 (001 、002、005 和 008) 


企 HPC 分 化 的 第 7-11 天 收获 ， 


y 


条 件 (A) 和 


的 淋巴 


名 。(A) 来 自 成 人 外 周 ] 
示 了 FSC-SSC 门 和 淋巴 样 门 。 
进行 门 控 。 
控 策略 ,显示 了 分 化 第 18 天 的 淋巴 样 细胞 
化 丙 锭 在 FSC-SSC 散 射 和 淋巴 样 散射 中 门 


Bg B 


er ES 


wE 


-B 
的 活 细胞 


的 门 


生 细胞 。 


说 


18A-18C:T 前 体 和 NK 前 体 细胞 iPSC Tips 1E 的 
并 置 于 Ret-DLL4 包 被 的 平板 上 ,以 2.5x10 /cm 的 密度 启动 淋巴 样 分 化 ,测定 低 
氧 条 件 (B) 下 维持 的 01279 (MeCP2WT) 细胞 中 以 及 01279.107.3902 细 胞 MeCP2K0) (C) 中 的 
CD8 CD3' GT 细胞 ) , CD56" /CD8" NK 细胞 ) 和 CD56 / 003“ (NKAT 细 胞 ) 的 百分比 « (A-B) NK 细胞 的 
日 性 细胞 百分比 最 高 ,其 次 是 NKXT 细 胞 和 T 细 胞 。(C) 从 第 7 天 到 第 10 天 ,阳性 细胞 百分比 从 
高 到 低 是 T 细 胞 ,NK/AT 细 胞 和 NK 细胞 ,在 第 11 天 ,阳性 细胞 的 百分比 最 高 的 是 闭 细 胞 ,然后 是 
K/T 细 胞 和 T 细 胞 。 
19A-19C: 鉴 定 体 外 产生 的 淋巴 样 细胞 的 门 控 策 
o B) 分 化 第 18 天 的 淋巴 样 细胞 散 点 图 


We c 


体外 产生 的 淋巴 样 细胞 


er ES 
zi 


AC كك‎ 


:金正 
示 了 FSC-SSC 门 和 淋巴 样 门 。 使 用 碘 
控 活 细胞 ,随后 通过 流 式 细胞 术 染 色 CD7 和 CD5 阳 | 


21A-21B: HPC 分 化 的 第 7-11 天 的 NK (CD3-/CD56-) 细胞 并 将 其 置 于 Ret-DLL4 


CN 108350429 A 


20 


E 


图 
站 胞 的 总 体 散 点 图 
(O 使 用 碘 化 丙 狂 对 FSC-SSC 散 射 和 淋巴 样 散射 内 
图 


E 


动 分 化 的 第 二 阶段 。(B) ZE HE 

(01279.107.003902) 的 改造 策略 。(O) 源 自 用 MeCP2 TALENSAU 
iPSC 的 MeCP2 变 体 001.002.005 和 008 的 氨基 酸 比 对 的 描述 .所 有 :3 
都 不 编码 Methyl1CpG 结 合 域 。 


[0040] 


Dd 
rn 


| 


N 
[0041] 
2 


[0042] 
的 散 点 图 


[0043] 


包 被 的 平板 上 ,以 2.5X102 em 的 密度 启动 淋巴 样 分 化 。 对 于 含有 MeCp2WT 和 MeCp2K0 状 态 的 


HTE,CD56 /CD3-I1 Ei DEL e 


多 能 干细胞 
产生 的 免疫 


始 群体 包含 T 


VU iPSC. A 
前 体 细 胞 .在 一 
诱导 细胞 因子 培养 和 CD34 细胞 分 离 。 最 后 ,HPC 分 


编程 的 诱 时 


文 的 方法 


لمك 


Xo 


细胞 ) 起 始 群 体重 


液 样品 。 


Y p. 


Y 


XE 8| A G2 


iPSC 克 隆 测定 了 所 有 活 的 FSC-SSc 门 A 和 淋巴 样 门 B) FRIE 
示例 性 实施 方案 的 描 
通过 提供 用 于 从 已 经 从 体 细 胞 (例如,] 
产生 免疫 细胞 的 高 效 方法 ,本 发 明 克 服 了 与 现 有 技术 相关 的 问题 ,本 
细胞 可 以 包括 T 细 胞 ,NK 细胞 ,T/ANK 细 胞 和 树 突 细胞 。 在 一 些 方面 , 体 细胞 的 
细胞 .T 细 胞 可 以 从 各 种 来 源 分 离 , 例 如 1 
EAT ,例如 通过 病毒 或 游离 载体 ,将 体 细胞 群体 重 儿 
后 将 这 些 体 细胞 衍生 的 iPSC (例如 ,T 细 胞 衍生 的 iPSC (TL PSO ) 分 化 为 造 ] 
种 方法 中 ,分 化 过 程 涉及 WNT 活 化 ,用 造 | 


]0044[ 
]0045[ 


]0046[ 


化 成 免疫 细胞 ,如 淋巴 样 细胞 (例如 T、NK 和 T/NK 细 胞 ) RUSSE NAA (例如 树 突 细胞 ) 。 


田 胞 的 基质 。 
兽 强 T 细 胞 分 
如 7-11 天 ) 。 
通过 对 标记 


FR] ( 例 
P, H] 以 


o III 


E HRetroNectin FIDLL-4FE ICEL 
条 件 下 培养 可 以 进一步 
佳 时 间 范 


جر 


3E, 


We c 


CD43 的 表达 来 鉴定 


四 胞 潜能 的 HPC 可 以 通过 CD34 和 和 


Inm 


癌 淋 巴 样 细胞 的 分 化 可 以 通过 
酸 以 提高 效率 和 成 熟 以 及 通过 在 低 
定 了 HPC 分 化 期 间 淋巴 样 细胞 潜能 的 最 


[0047] 


通过 使 用 抗 坏 ] 
化 ,有趣 的 是 ,发 明 人 而 
这 些 具有 淋巴 样 旨 


CD144、CD34、CD45 和 CD7 中 的 两 个 或 更 多 个 呈 阴 性 的 细胞 级 分 进行 分 选 来 分 离 具 有 增强 的 
淋巴 样 潜 能 的 HPC, 在 一 些 方 面 ,衍生 树 突 细 胞 的 祖 细 胞 是 在 HPC 分 化 的 第 16 天 左右 出 现 的 


征 性 T 细 胞 受 体 (TCR) 基 


11 


见 藤 样 祖 细胞 。 
H 体 细胞 衍生 的 PSC 产 生 的 淋巴 样 细 胞 可 以 包括 保留 其 特 
FEDI DA RIFE, WI N, E 338 FB sce i RH TH 
fF 别 的 优点 在 于 在 分 化 的 ?细胞 中 可 以 保 


T 


Dd 
rn 


[0048] 


因 重 排 的 T 细 胞 , NK ZR 10711 T / NK ZH HL. , 该 特 
分 化 实验 以 研究 人 T 细 胞 发 育 。 本 公开 内 容 的 一 个 特 
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留 的 ?细胞 受 体 的 重 排 和 减少 的 VY.D、J 基 因 区 上 段 , 这 充当 了 T 细 胞 衍生 的 iPS 细 胞 的 不 同 克隆 
群体 的 特定 特征 或 条形码”, 并 有 旦 还 有 助 于 将 这 些 iPS 细 胞 与 未 经 历 V (OD) J 重组 的 多 能 干 细 
胞 区 分 开 。 

[0049] ”因此 ,本 公开 内 容 的 方法 可 以 提供 无 限 数 量 的 免疫 细胞 ,例如 T 细 胞 ,NK 细胞 ,T/NK 
细胞 和 树 突 细胞 ,用 于 广泛 的 应 用 ,例如 体内 稳定 移植 ,体外 筛选 化 合 物 , 和 阐明 血液 学 疾 
病 和 损伤 的 机 制 |。 
[0050] 了 .定义 

[0051] ”如 本 文 所 用 ,就 特定 组 分 而 言 “基本 上 不 含 " 在 本 文中 用 于 表示 特定 组 分 未 被 有 目 
的 地 配制 到 组 合 物 中 和 /或 仅 作 为 污染 物 或 以 痕 量 存在 ,因此 ,由 组 合 物 的 任何 意外 污染 导 
致 的 特定 组 分 的 总 量 低 于 0.05% ,优选 低 于 0.01% 。 最 优选 的 是 其 中 特定 组 分 的 量 用 标准 
分 析 方 法 检测 不 到 的 组 合 物 。 

[0052] ”如 在 本 说 明 书 中 所 使 用 的 ， 一 ”或 “一 个 ”可 以 表示 一 个 或 多 个 。 如 权利 要 求 中 所 
使 用 的 , 当 与 单词 “包含 ”一 起 使 用 时 ,单词 一 ”或 “一 个 ”可 以 表示 一 个 或 多 于 一 个 。 

[0053] ”在 权利 要 求 中 使 用 术语 "或 ”用 于 表示 “和 /或 ” ,除非 明确 指出 仅 指 代替 代 方 案 或 
者 蔡 代 方案 是 相互 排斥 的 ,尽管 本 公开 内 容 文 持 仅 指 代替 代 方 案 和 “和 /或 "的 定义 。 如 本 文 
所 用 ， 另 一 个 "可 以 表示 至 少 第 二 个 或 更 多 个 。 

[0054] ”人 员 穿 本 申请 ,术语 “ 约 ” 用 于 指示 值 包括 装置 的 误差 的 固有 变化 ,该 方法 用 于 测定 
该 值 或 存在 于 研究 对 象 之 间 的 变化 。 
[0055] “” 当 与 细胞 或 生物 体 中 的 蛋白 质 、 基 因 、 核 酸 或 多 核 背 酸 一 起 使 用 时 ,术语 “外 源 的 ” 
是 指 已 通过 人 工 或 天 然 的 手段 被 引入 细胞 或 生物 体 中 的 和 蛋白质、 基因 ,核酸 或 多 核 苷 酸 ;或 
相对 于 细胞 而 言 ,该 术语 是 指 分 离 并 随后 通过 人 工 或 天 然 手段 引入 其 他 细胞 或 生物 体 的 细 
胞 .外 源 核 酸 可 以 来 自 不 同 的 生物 体 或 细胞 ,或 者 它 可 以 是 在 生物 体 或 细胞 内 天 然 存在 的 
核酸 的 一 个 或 多 个 另外 的 拷贝 。 外 源 细 胞 可 能 来 自 不同 的 生物 体 , 也 可 能 来 自 同 一 生物 体 。 
作为 非 限制 性 实例 ,外 源 核 酸 是 处 于 与 它 在 天 然 细 胞 中 的 位 置 不 同 的 染色 体位 置 的 核酸 ， 
或 者 在 其 他 方面 其 侧 吗 是 与 天 然 界 中 发 现 的 核酸 序列 不 同 的 核酸 序列 。 

[0056] “表达 构建 体 "或 "表达 盒 " 是 指 能 够 指导 转录 的 核酸 分 子 。 表 达 构 建 体 至 少 包括 指 
导 一 种 或 多 种 所 需 细 胞 类 型 .组织 或 器 官 中 的 基因 表达 的 一 种 或 多 种 转录 调控 元 件 (例如 
启动 子 ,增强 子 或 与 其 功能 等 同 的 结构 ) 。 还 可 以 包括 附加 元 件 , 例 如 转录 终止 信号 。 

[0057] “载体 ”或 "构建 体 ”( 有 时 称 为 基因 递送 系统 或 基因 转移 "载体 ”) 是 指 包 含 待 体外 
或 体内 递送 至 宿主 细胞 的 多 核 苷 酸 的 大 分 子 或 分 子 复 合 物 。 

[0058] “质粒 ”是 常见 类 型 的 载体 ,是 与 染色 体 DNA 分 开 的 染色 体外 DNA 分 子 ,其 能 够 独立 
于 染色 体 DNA 而 复制 ,在 某 些 情况 下 , 它 是 环 状 和 双 链 的 。 

[0059] “BAER (“ori”) 或 "复制 起 始 " 是 DNA 序 列 , 例 如 在 嗜 淋巴 疱疹 病毒 中 的 DNA 序 
列 , 其 在 存在 于 细胞 中 的 质粒 中 时 能 够 保持 质料 中 的 连接 序列 和 /或 是 DNA 合 成 启动 处 或 附 
近 的 位 点 。 作 为 例子 ,EBV (Ebstein-Barr 病 毒 ) 的 ori 包 括 FR 序 列 (30bp 重 复 序列 的 20 个 不 完 
全 拷贝 ) ,优选 DS 序 列 ; 然 而 ,EBVY 中 的 其 他 位 点 结合 EBNA-1 ,例如 ,Rep# 序 列 可 以 蔡 代 DS 作 为 
复制 起 点 Kirshmaier 和 Sugden,1998) ,因此 ,EBV 的 复制 起 点 包括 FR,DS 或 Rep* 序 列 或 通过 
核酸 修饰 的 任何 功能 等 同 序 列 或 由 其 衍生 的 合成 的 组 合 , 例 如 ,如 Lindner 等 人 ,2008 中 具 
体 描述 的 ,本 公开 内 容 还 可 以 使 用 EBV 的 基因 工程 复制 起 点 ,诸如 通过 搬入 或 突变 个 体 元 
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BK”, FFI, KE, “片段 ”或 
ET , 任 选 还 可 以 在 体外 或 体 
日 DNA 或 RNA 形 式 存 在 。 当 以 DNA 形 式 
码 区 的 边界 由 5’ (氨基 ) 末端 的 起 
以 包括 但 不 限于 来 自 原核 或 真 核 
Aff] cDNA ,来 自 原核 或 真 核 DNA 的 基因 组 DNA 序 列 和 合成 的 DNA 序 列 。 转 录 终 止 序列 通常 位 


`\ 转 录 后 加 工 


判 起 点 、 内 部 


gp, 
以 含有 
Ej 


加 下 ”是 指 启动 子 相 


£T. (例如 竺 转录 
发 分 子 转录 的 方式 连接 。 关 于 肽 和 /或 多 肽 分 
子 的 “有 效 连 接 R RRA 是 指 两 个 或 更 多 个 肽 和 /或 多 肽 分 子 以 产生 单一 多 肽 链 即 融 
合体 的 每 种 肽 和 /或 多 肽 组 分 的 至 少 一 种 性 质 ) 的 方式 连接 。 融 
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RRATZEN. AENA 
,例如 ,通过 比 对 序列 
机 程序 ,通过 两 个 多 肽 分 子 之 间 的 序列 信息 的 直接 比较 可 以 玫 
或 者 ,通过 在 促进 同 源 区 域 之 间 稳 定 双 链 体 形成 的 条 件 下 ,通过 多 核 音 


言 息 并 使 用 
hE [n] Ji TAE 
随后 用 单 链 
定 的 , 当 至 


^ 


在 确定 长 度 


术语 细胞 在 本 文中 以 其 最 广泛 的 含义 使 用 ,并 且 是 指 活体 ,其 是 多 细胞 生物 体 
MIREJ FHRA H E 
,本 文 使 用 的 细胞 可 以 是 天 然 存 在 的 细胞 或 人 工 修 饰 的 细胞 (例如 融 
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aerem ptr 
i 码 序列 的 转录 。 它 本 
调节 蛋白 和 分 子 (例如 RNA 聚 合 酶 和 其 他 转录 因子 ) 可 以 结合 的 遗传 元 件 , 以 启动 术 
下 ”和 “在 续 录 控 
该 序列 的 转录 起 始 和 /或 表达 。 

# 强 子 域 的 启动 子 产生 的 转 
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^ TIU AIER? 或 共 表 达 是 指 两 个 或 更 多 个 核 


,示例 性 的 人 干细胞 可 以 从 获 自 
中 胞 或 获 自 胎儿 的 生 欧 组 织 的 胚胎 生 


码 序列 的 复 
、 上 游 调控 结构 域 、 复 人 
码 序列 能 够 在 适当 的 宿主 细胞 中 
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i 码 "特定 蛋白 质 的 “基因 ”， 多 核 苷 酸 
当 置 于 适当 的 调控 序列 的 控 
因 产 物 ,例如 多 肽 。9 
发 分 子 可 以 是 单 链 的 ( 即 有 义 链 ) 或 双 链 
3' GRE) 末端 的 翻译 终止 密码 子 决 
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AC 


的 3 fo 
| 元 件 " 统 指 共 同 提供 受 体 细胞 中 的 多 
司 动 子 区 域 、. 诊 腺 音 酸 化 信号 、 转 录 终 止 序列 
位 点 (RES) 、 增 强 子 、 勇 接点 等 .只 要 选 定 的 乡 
E 所 有 这 些 控制 元 件 都 需要 存在 。 


H 


结合 RNA 聚 合 酶 并 启动 下 游 3 23 8D $ 


录 。 短 语 “ 有 效 定位 ”, “有效 连 接 ”,“ 在 控 人 
列 处 于 正确 的 功能 位 置 和 /或 取 回 以 控 
近 时 ,相对 于 由 不 存在 
发 序列 。 


J 


增加 的 转录 活性 的 核 


增强 子 元 件 ) 以 允许 核 


由 寞 源 分 子 组 成 。 
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AC 


对 应 关系 可 以 通过 本 领域 已 知 的 技术 来 8 
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E AI لط‎ Bf E ORTE. 1 
,优选 至 少 大 约 90% , ix Doxe e 7b ل‎ 2095 AE 
配 时 ,两 个 DNA 或 两 个 多 肽 序列 彼此 “基本 上 同 源 ”。 


单元 ,被 将 其 与 外 部 分 离 的 膜 结构 包 
的 机 
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i| FER AIEE , H 
术语 “启动 子 "在 本 文中 以 其 普通 含义 使 用 ,是 指 包含 DNA? 
自控 序列 源 自 能 够 


曾 强 子 "是 指 当 位 于 居 动 子 附 


关于 核 
£T , 启动 子 和 


“ 同 源 性 "是 指 两 个 多 核 苷 


RREAK KFT RKK 


MAE , 38 PEE TS] A 
术语 干细胞 在 本 文中 指 细胞 ,其 在 合适 的 条 件 下 能 够 分 化 成 多 种 范 
胞 类 型 ,而 在 其 他 合适 的 条 件 下 能 够 自我 更 新 并 保持 基本 上 未 分 化 的 多 能 状态 .术语 干 细 
胞 "还 包括 多 能 细胞 ,多 潜能 细胞 ,前 体 细胞 和 祖 细胞 
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件 。 
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殖 细 胞 获得 ,示例 性 多 能 干细胞 还 可 以 通过 与 多 能 性 相关 的 某 些 转录 因子 的 表达 将 其 重 编 


程 为 多 能 状态 而 由 体 细 胞 产生 ;这 些 细胞 被 称 为 “诱导 多 能 干细胞 ”或 “iPSC 或 iPS 细 胞 ”。 
“MEF (ES) 细胞 ”是 未 分 化 的 多 能 细胞 ,其 在 早期 阶段 从 胚胎 (例如 胚 泡 阶段 的 
内 细胞 团 ) 获得 ,或 者 通过 人 工 方式 (例如 核 转移 ) 产生 ,并 且 可 以 在 胚胎 或 成 人 中 产生 任何 
分 化 的 细胞 类 型 ,包括 生殖 细胞 (例如 精子 和 卵子 ) 。 

“诱导 多 能 干细胞 
组 合 或 诱导 因子 组 合 的 表达 重 编程 体 细胞 而 产生 的 细胞 .可 以 使 用 胎儿 、` 出 生 后 .新 生 儿 、 
幼年 或 成 人 体 细 胞 产生 iPS 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,可 用 于 将 体 细 胞 重 编程 为 多 能 干细胞 
的 因子 包括 例如 0ct4 (有 时 称 为 0ct 3/4) ,Sox2,c-Myc 和 K1f4,Nanog 和 Lin28。 在 一 些 实施 
方案 中 , 体 细 胞 通过 表达 至 少 两 种 重 编程 因子 ,至 少 三 种 重 编程 因子 ,至 少 四 种 重 编程 因 


(GiPSC 或 iPS 细 胞 ) ”是 通过 表达 因子 (本 文中 称 为 重 编程 因子 ) 的 


i 程 因子 ,至 少 六 种 重 编程 因子 或 至 少 七 种 重 编程 因子 来 重 编程 ,以 将 体 细 


“造血 祖 细胞 "或 “造血 前 体 细胞 "是 指定 向 于 造血 谱系 但 能 够 进一步 造血 分 化 的 


干细胞 ,多 潜能 造血 干细胞 ,常见 髓 样 祖 细 胞 , 巨 核 细胞 祖 细胞 ,红细胞 祖 


干细胞 (HSO 是 产生 所 有 血细胞 类 型 的 多 潜能 干细胞 ,这 样 的 1 
胞 和 巨 噬 细 胞 , 粒 细 胞 E ال ا‎ 3 PE RLA AE, VS REOR 


细胞 ,并 包括 造 1 
细胞 和 淋巴 样 祖 细 胞 。 造 ] 
细胞 类 型 包括 租 样 ( 单 核 细 
细胞 和 肥大 细胞 ) ,红细胞 , 巨 核 细胞 /血小板 , 树 突 细胞 ) 和 淋巴 样 谱系 (细胞 .8 细胞 , 亚 细 
胞 ) (参见 例如 Doulatov 等 人 ,2012;Notta 等 人 ,2015) .定义 了 “多 淋巴 样 系 祖 细胞 ”WMLP) 来 
描述 任何 能 产生 所 有 淋巴 样 谱系 B,T 和 NK 细胞 ) 但 可 能 具有 或 可 能 不 具有 其 他 CERE) 潜能 


[0068] 


[0069] 


T 2DAP ES 
MEREN ERE FANN. 


[0070] 


Jf HLAECDASRA  /CD10* /CD7- B 4H £f (Doulatov AE A , 2010) ,任何 B、T 和 NK 祖 细 胞 可 称 为 


JLEGFÉTH AHAA” (CMP) 是 指 通过 可 产生 粒 细 胞 、 单 核 细 胞 \ 巨 核 细 胞 和 红细胞 的 CD45 


MLP. “E 


'/CD31'/CD43 /CD34- ES B] RIS FE لا‎ AI E الا‎ SEE EL RU. o ê لل‎ EL HA n] 7610034 o 1 ZH 


EE m} 


细胞 可 以 共 表 达 CD133 并 且 对 于 CD38 表 达 是 阴性 的 .造血 前 体 细 胞 包括 CD34 /CD45 造血 前 
AA RI CD34" / CD45  / CD43 3 frt FI E AHAA . CD34 / CDA3" / CDA5 造血 前 体 细 胞 可 以 高 度 
细胞 还 包括 各 种 原始 造血 细胞 亚 群 ,包括 CD34-/CD133 /CD38- (原始 
前 体 细 胞 ) ,CD43 (+) CD235a €) CD41a 4/2 (红细胞 巨 核 细 胞 生成 ) ,Lin C) CD34 (H CD43 Œ) 


E FE AH AHH o ê 1 


CD45 C) (多 潜能 ) 和 1]in C) CD34 (+) CD43 (D CD45 CO. GERE USD) 细胞 ,CD133 /ALDH" EE o At 
HE) (例如 Hess 等 人 ,2004;Christ 等 人 ,2007) 。 预 计 这 些 原始 造血 细胞 类 型 或 造血 前 体 细胞 
中 的 任何 一 种 可 以 如 本 文 所 述 转 化 成 iPS 细 胞 ,在 一 些 方面 ,细胞 可 以 包括 肥大 细胞 , 朗 格 


罕 氏 细胞 , 破 骨 细胞 ,NK 细胞 ,T 细 胞 ,CIK 7 细胞 或 ?细胞 的 其 他 亚 型 .NK 细胞 和 B 细 胞 。 


“免疫 细胞 "是 指 免 疫 系 统 的 细胞 ,包括 但 不 限于 T 细 胞 ,NK 细胞 ， 
TNS , BENNE , 嗜 中 性 六 细胞 ,红细胞 , 单 核 细胞 , 嗜 碱 性 粒 细胞 , 哮 


1 本 文 所 用 ,术语 


红细胞 及 其 任何 组 合 。 
或 将 激活 T 细 胞 的 条 件 是 指 激活 T 细 胞 的 刺激 物 并 包括 可 存在 于 


四 胞 上 或 其 他 表面 上 的 抗原 :结合 许多 T 细 胞 受 体 (TCR) 复合 物 而 不 考虑 特异 性 的 


细胞 的 “激活 剂 ” 


ZEUG 
中 性 粒 细 胞 ,肥大 细胞 , 嗜 


pi 
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T/ANK 细 胞 
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JU 5 


多 克隆 激活 剂 , 并 且 包括 凝集 素 例 如 伴 刀 豆 球 重 白 A(Con- 久 和 植物 凝集 素 (PHA). 以 及 试剂 


合 TCR 或 CD3 和 蛋白 上 的 不 变 框 染 表 位 的 抗体 ;和 刺激 显著 数目 的 7 细胞 的 超 抗 


Tf] A5] S A ARE RR o 


术语 “T 麻 巴 细胞 和 T 细 胞 可 互 换 使 用 ,并 且 是 指 表达 当 在 抗原 呈 递 细胞 或 基质 
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例如 特异 性 结 
原 ,并 且 包 括 例如 肠 毒 素 , 妈 
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的 表面 上 展示 时 能 够 识别 抗原 的 T 细 胞 抗原 受 体 (TCR) 以 及 一 个 或 多 个 MHC 分 子 或 一 个 或 多 


术语 所 细胞 ”是 指 如 本 领域 中 定义 的 T 淋 巴 细胞 ,并且 意欲 包括 胸腺 细胞 ,未 成 熟 T 
止 ? 淋 巴 细胞 或 活化 T 淋 巴 细 胞 ,T 细 胞 可 以 是 CD4'T 细 胞 ,CD8:T 


个 非 经 典 MHC 分 子 的 细胞 。 
[0074] 


细胞 ,CD4-CD8T 细 胞 或 CD4-CD8- 细 胞 .T 细 胞 也 可 以 是 T 辅 助 细胞 ,例如 T 辅 助 细胞 1 (TH1) 或 了 
,以 及 细胞 毒性 T 细 胞 ,调节 性 T 细 胞 ,天 然 杀伤 T 细 胞 , 幼稚 
T 细 胞 ,记忆 T 细 胞 或 y 5T 细 胞 Wilson 等 人 ,2009;Wynn,2005;Ladi 等 人 ,2006) .通过 至 少 一 


“CD4 了 细胞 是 指 在 其 表面 上 表达 CD4 并 与 细胞 介 导 的 免疫 应 答 相 关 的 T 细 胞 子 


在 本 文中 被 称 为 ?细胞 的 “ 亚 群 ”。 


辅助 细胞 2 (TH2) 细胞 或 TH17 细 胞 


个 标记 如 CD4 而 彼此 不 同 的 T 细 胞 
[0075] 


集 。 它 们 的 特征 在 于 刺激 后 的 分 泌 谱 ,其 可 以 包括 细胞 因子 如 IFN-Y ,TNF-a,IL-2,IL-4 和 


抗原 的 55kD 糖 蛋白 ,但 也 在 包括 单 核 
超 基 因 家 族 的 成 员 , 并 被 认为 是 
类 限制 性 免疫 应 答 中 的 联合 识别 元 件 。 在 T 淋 巴 细 胞 上 , 它 


FF 群 ,是 I 类 MHC 限 制 性 的 并 且 起 细 


“多 能 干细胞 ”是 指 具有 分 化 成 构成 一 个 或 多 个 组 织 或 器 官 ,或 优选 地 ,三 种 胚层 
中 的 任何 一 种 :内 胚层 (内 骨 衬 , 骨 


液 ,泌尿 生殖 器 ) 或 外 胚 


如 本 文 所 用 ,术语 “ 体 细 胞 "是 指 不 是 生殖 细胞 例如 卵子 、 精 子 等 的 任何 细胞 ,其 不 
体 细胞 具有 有 限 的 或 没有 多 能 性 .本 文 用 的 体 细胞 可 以 


从 而 与 在 


i 程 之 前 相 


肠 道 , 肺 ) ,中 胚层 (肌肉 ,骨骼 ,1 
细胞 的 潜力 的 干细胞 。 


细胞 可 产生 的 后 代 类 型 的 过 程 ,例如 , 当 细 胞 已 经 被 改 2 
i 程 的 情况 能 够 形成 的 细胞 相 比 ,其 可 以 在 培养 物 或 体内 形成 至 少 一 种 新 细 
i 程 的 。 这 意味 着 在 充分 增殖 后 ,观察 到 具有 新 细胞 类 型 表 型 特 
i 程 之 前 基本 上 不 能 形成 这 样 的 后 代 ; 或 者 ,与 5 
测量 地 更 多 。 这 个 过 程 包括 分 化 ,去 分 化 和 转 分 化 。 

成 更 特 化 的 细胞 类 型 的 过 程 。 去 分 化 "是 这 样 的 细胞 


Hi^ 
e 


"CD8' T 细 胞 "是 指 在 其 表面 上 表达 CD8 的 T 细 胞 3 
毒性 T 细 胞 的 作用 。5CD8 分 子 是 在 胸腺 细胞 和 细胞 毒性 和 抑制 性 T 淋 巴 细胞 上 发 现 的 分 


化 抗原 。CD8 抗 原 是 免疫 球 蛋 白 超 基因 家 族 的 成 员 ,并 且 是 主要 组 织 相 容 性 复合 体 I 类 限制 


IL-10 的 分 泌 。CD4 是 最 初 定义 为 T 淋 巴 细胞 上 的 分 化 
细胞 / 巨 噬 细 胞 的 其 他 细胞 上 发 现 。CD4 抗 原 是 免疫 球 蛋 白 


MHC (主要 组 织 相 容 性 复合 物 ) II 
们 定义 了 辅助 子 /诱导 子 的 子 集 。 
[0076] 


性 相互 作用 中 的 联合 识别 元 件 。 
[0077] 


层 ( 表 反 组 织 和 神经 系统 ) 的 所 有 
[0078] 


直接 将 其 DNA 转 移 至 下 一 代 。 通 常 ， 


是 天 然 存在 的 或 遗传 修饰 的 。 


[0079] “编程 ”是 改 ? 
相同 条 件 下 无 


胞 类 型 的 后 代 时 ,细胞 是 被 9 
征 的 可 测量 比例 的 后 代 , LR EZ 


比 ,有 共有 新 细胞 类 型 特征 的 比例 可 


[0080] “分 化 "是 较 不 特 化 的 细 


过 程 ,其 中 部 分 或 终 末 分 化 的 细胞 回复 到 更 早期 发 育 阶段 ,如 多 能 性 或 多 潜能 性 。“ 转 分 化 


i 程 发 生 转 分 化 
程 为 男 一 种 分 化 细胞 


3 程 的 相同 条 件 下 相 比 细胞 显著 增加 的 在 培养 物 或 
体内 形成 至 少 一 种 新 细胞 类 型 的 后 代 能 力 的 过 程 。 更 具体 地 说 , 重 乡 
程 之 前 基本 上 不 存在 这 样 的 后 代 , 则 
表 型 特征 的 子 代 的 比例 ;否则 ,与 重 


i 程 是 赋予 体 细胞 多 能 


i 程 前 相 比 ,具有 新 细 


日 胞 类 型 的 过 程 . 与 型 地 ,通过 多 


首 殖 之 后 ,如 果 在 重 


15 


UE de CT SEKE ES 


是 将 一 种 分 化 细胞 类 型 转化 为 男 一 种 分 化 旨 
而 细胞 不 经 过 中 间 多 能 性 阶段 - 即 ,细胞 直接 从 一 种 分 化 细胞 类 型 


类 型 。 在 某 些 条 件 下 ,具有 新 细胞 类 型 特征 的 子 代 的 比例 可 以 按照 增加 的 优先 顺序 为 至 少 


约 1% ,5% ,25% 或 更 多 。 
[0081] 5 


性 潜能 的 过 程 ,这 意味 着 在 充分 } 
有 具有 可 测量 的 具有 新 细胞 类 型 的 
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征 的 比例 可 测量 地 更 多 。 在 某 些 条 件 下 ,具有 新 细胞 类 型 特征 的 子 代 的 比例 可 以 
兽 加 的 优先 顺序 为 至 少 约 1% ,5% ,25% 或 更 多 。 


i 程 ”是 指 通 过 向 多 潜能 或 多 能 细胞 提供 


基 


定 谱系 决定 


细胞 或 其 他 分 化 的 体 


-" 


EERME PERS Fa 


一 = 


要 细胞 或 组 织 移植 (在 本 文中 也 称 
或 不 期 望 的 状况 、 状 态 或 综 


HH 


一 种 或 多 种 特 
能 或 多 能 细胞 ,与 不 具有 多 能 性 的 分 化 的 体 细胞 相反 。 例 如 ,正身 


EJE] 


说 BB GB 


前 体 细胞 或 其 他 前 体 细胞 或 造 ! 


Dd 
IN 9 


需 


或 病理 


受 试 者 


? 
|J o 


上 5 


T 


CN 108350429 A 


1 


o 


如 本 文 所 用 ,术语 “ 受 试 者 "或 “有 需要 的 受 试 者 "是 指 任何 年 龄 的 砍 
上 乳 动 物 , 优 选 人 。 通 
细胞 或 组 织 移植 治疗 的 病因 


日 于 适合 经 上 
形态 学 或 生 班 


AL 
[zz] 
5 


D EL 
EEFT 


如 本 文 所 用 ,基因 的 “破坏 ”是 指 与 不 存在 破坏 的 基因 产物 的 表达 水 平 相 比 , {E4 
人 码 的 一 种 或 多 种 基因 产物 的 表达 。 示 例 性 的 基因 产物 包括 出 
情况 下 的 破坏 是 暂时 的 或 可 逆 的 ,而 在 其 他 情况 下 
能 产生 截 短 的 或 无 功能 的 产物 ,但 在 某 些 情况 下 破坏 是 功能 


研究 基因 


物 


FT 


实 上 可 


BEH 


述 将 ESC 或 iPSC9 


胞 类 型 特 
按照 了 
[0082] 


术 


因 或 基因 产物 而 


2 
2 


£ 


UE RT HR 
LL B RIFE 
[0083] 


3 SR HL ER 2H AEE I 
为 受 体 ) ,这 是 上 


合 征 或 身体 
[0084] 


胞 中 消除 或 减少 
人 码 的 mRNA 和 和 蛋白 质 产 


该 基因 9 


则 是 永久 性 的 。 尽 管 寻 


性 或 全 长 蛋白 质 或 mRNA。 在 本 文 的 一 些 实施 方案 中 ,与 表达 相反 ,基因 活性 或 功能 被 破坏 。 
通 癌 通过 人 工 方法 诱导 基因 破坏 , 即 通过 添加 或 引入 化 合 物 、 分 子 、 复 合 物 或 组 合 物 , 和 /或 


生 方 法 包括 


AE 


AE 


Ei 
B 


响 转录 激活 的 其 


发 ,例如 在 DNA 水 平 。 用 于 基因 破坏 的 示例 ' 
i 辑 .实例 包括 通常 导致 表达 暂时 减少 
/或 核 酶 ,以 及 导致 靶 回 的 基因 失 活 或 破坏 的 基因 编 
E RUBER, ,破坏 通常 导致 该 基 
BILRIL/ B EETRI oC RI AS DL BBC TIS] SC E DA] K2 
SRK BBUNCBISBUR » OE A88 DAT TIU ACA «CRUCE n] RAE 
Hp rp ,例如 在 一 个 或 多 个 外 显 子 中 ,导致 不 能 产生 全 长 产物 ,功能 性 产物 或 任何 产 


物 , 例 如 通过 撒 首 强 子 或 


EA RZ 


种 破坏 也 可 以 通过 局 动 子 或 了 


发 或 与 之 相关 的 核 
和 /或 茜 因 破坏 技术 ,例如 基因 多 


因 的 核 


ER 


入 终止 密码 子 。 这 


基因 沉默 FUR R 
的 反 义 技术 ,例如 RNAi ,siRNA,shRNA 和 
和 技术 ,例如 通过 诱导 断裂 和 /或 同 源 重组 ,例子 包括 指 
i 码 的 正常 或 “野生 型 ”产物 的 损 站 
Ff 入、 移 码 和 错 义 突 2 


通过 破坏 基 


Aet 


BE 
Al BE H5 d 
#4 


E REE RAE, EA BRL 1E 3E DAT S] EE SK ERR FE E DA] LES RAE E R E E SER 


干细胞 的 膜 中 的 
,Notch-2,Notch- 


发 和 在 细胞 外 表面 包含 3 至 8 


者 乳 动物 细胞 例如 造 1 
的 Notch 受 体 包括 Notch-1 


存在 于 许多 不 同 明 


AC 


zt 


“Notch 配 体 " 是 能 够 结合 


Notch 受 体 多 肽 的 和 蛋白质 .已 经 在 人 细胞 中 鉴 
3 和 Notch-4.Notch 配 体 通常 具有 在 氨基 端 包含 20 至 22 个 氮 直 


器 


基因 失 活 。 
[0085] 


个 EGF 样 重复 序列 (Furie 和 Furie,1988;Knust 等 人 1987;Suzuki 等 人 ,1987) 的 DSL 结 构 域 


细胞 或 皮肤 细胞 ) 的 


或 其 含有 混合 群体 的 部 分 , 脾 
的 细胞 ,活检 纪 
% 体 包括 免疫 的 供 体 , 未 免疫 的 (幼稚 的 ) 
的 供 体 是 已 经 暴露 于 一 种 或 多 种 生物 调节 剂 的 供 体 。 未 经 处 
未 暴露 于 一 种 或 多 种 生物 


日 织 和 淋巴 结 , 例 
t 体 ,经 处 理 或 未 


EE RS 


7 


j 程 为 iPSC 的 体 细胞 (例如 1 
周 血 单 核 细胞 (PBMC) ,全 
,通过 白细胞 分 离 术 获 得 


调节 剂 。 


16 


-Serfate 和 L-Lag2) o 


. 体 细胞 衍生 的 iPSC 


A. 体 细胞 的 起 始 群 体 
本 公开 内 容 的 实施 方案 涉及 重 乡 
细胞 群体 可 以 包括 外 
رالا‎ ,肿瘤 浸润 淋巴 细胞 
如 从 肿瘤 中 排出 淋巴 结 。 合 适 的 人 


Eo EEE 


(D-Delta,S 
[0086] II 
[0087] 
[0088] 
起 始 群 体 。] 


细胞 , "ET REZ 


里 的 供 


ملح 
Hj‏ 
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以 是 T 细 胞 的 纯化 群体 ,或 者 T 细 胞 可 
细胞 ) 的 群体 中 。T 细 胞 可 以 是 T 细 胞 


如 CD4 T 细 胞 ,或 者 它们 可 以 是 包含 不 同 T 细 胞 子 集 的 T 细 胞 群体 。 在 另 


明 B 


说 
细胞 群体 包含 T 细 胞 .T 细 胞 可 


CN 108350429 A 


[0089] ”在 一 些 方面 ,] 


以 位 于 有 共有 不 同类 型 细胞 (例如 B 细 胞 和 /或 其 他 外 周 


子 集 的 纯化 群体 , 例 


一 个 实施 方案 中 ,T 细 胞 是 已 经 在 培养 物 中 保持 较 长 时 间 的 ?细胞 克隆 ,T 细 胞 克隆 可 以 被 转 
化 到 不 同 程度 ,在 有 具体 的 实施 方案 中 ,T 细 胞 是 在 培养 物 中 无 限 增 殖 的 T 细 胞 克隆 。 


代 T 细 胞 " 则 在 包括 从 个 体 获得 的 ?细胞 ， 


响 的 


^ 
B 


干细胞 (HSO .HSC 通 常 存 在 于 骨髓 中 ,但 


中 收集 大 量 HSC。 一 种 


中 循环 的 CD34 造血 干细胞 或 祖 细 
生长 因子 如 G-CSF 后 的 动 
液 成 分 后 获得 


Eth ,来 自 健康 个 体 或 可 选 地 来 自 受 病 况 景 


AUR 
毒 感染 ,细菌 感染 或 任何 其 他 微生物 感染 引起 的 
素 瘤 . 在 具体 的 实施 方案 中 ,T 细 胞 来 自 感 染 人 免疫 缺 
HIV 的 个 体 。 在 又 一 个 实施 方案 中 ,T 细 胞 来 自 患 有 或 易 患 自身 免疫 疾病 或 7 细胞 病 
乳 动物 物种 。 


在 一 些 方面 ,T 细 胞 是 原 代 T 细 胞 .术语 原 
而 不 是 在 延长 的 时 间 跋 内 在 培养 物 中 维持 的 ?细胞 ,因此 , 原 代 T 细 胞 尤其 是 从 受 试 者 获得 
HT 细胞 的 一 个 子 集 组 成 ,或 者 , 原 代 T 细 胞 群体 可 


T 细 胞 。 原 代 T 细 胞 群体 可 以 主要 上 


Rep 


病 


理 的 受 试 者 .T 细 胞 可 以 是 人 源 , 鼠 源 或 任何 其 他 上 
获得 包含 7 细胞 的 细胞 群体 的 方法 在 本 领域 中 是 公 知 的 。 例 如 ,可 根据 本 领域 已 知 
单 核 细胞 (PBMO) 。 这 些 方法 的 例子 在 实施 例 中 列 出 并 由 Kim 等 人 


]0090[ 


的 外 周 1 
以 由 不 同 的 T 细 胞 子 集 组 成 。 
[0091] 了 T 细 胞 可 以 来 自 先 前 储存 的 | 


个 体 。 该 病 况 可 以 是 感染 性 疾病 ,例如 由 


病症 ,或 过 度 增殖 性 疾病 如 癌症 如 黑 
陷 病 毒 


[0092] 
的 方法 描述 获得 外 周 1 


(1992) ;Biswas 等 人 (1990) ;Biswas 等 人 (1991) 讨论 。 


细胞 的 起 始 群 体 包 仿造 ! 
,这 一 过 程 被 称 为 动员 ,其 在 临床 上 用 于 在 外 周 ] 


[0093] ”在 一 些 方面 ,! 
可 以 被 迫 进 入 血液 


E 


选择 的 动员 剂 是 粒 细 胞 集落 刺激 因子 (6-CSF) «E b A 
液 成 分 技术 以 未 受 干 扰 的 状态 或 在 外 部 施用 造 
员 后 采集 。 动 员 后 收集 的 干细胞 或 祖 细胞 的 数量 大 于 无 干扰 状态 下 的 单 采 


胞 可 通过 单 采 ] 


的 数量 。 在 一 些 方面 ,细胞 群体 的 来 源 是 其 细胞 未 被 外 部 应 用 的 因子 动员 的 受 试 者 ,因为 不 


前 体 细胞 的 方法 在 本 领域 中 也 是 公 知 的 ,可 以 使 用 各 种 细胞 


前 体 细胞 Akkina 等 人 ,1996) ,或 者 可 以 使 用 MACS 或 
FACS 富 集 CD34 细胞 .如 上 所 述 ,阴性 选择 技术 也 可 用 于 富 集 CD34 细胞 。 


FE 人 灵 长 类 细 


上 乳 动 物 细胞 ,例如 人 细胞 , 
昌 胞 , 猪 细 胞 , 蕊 细胞 , 羊 细胞 , 犬 细胞 和 
E 人 灵 长 类 动物 细胞 包括 恒 河 猴 细胞 .细胞 可 以 从 动物 例如 人 患者 获 
或 者 它们 可 以 来 自 细胞 系 。 如 果 细 胞 从 动物 获得 , 则 它们 可 以 原样 使 用 ,例如 作为 未 分 


用 于 本 文 所 述 方法 的 细胞 群体 可 以 是 虽 
胞 , 喷 齿 动物 细胞 (例如 小 鼠 或 大 鼠 ) FE, FE 


需要 富 集 造 血 干 细胞 或 祖 细胞 。 
[0094] ”从 细胞 群体 获得 造 ] 
因子 如 hSCEF ,hFLT3 和 /或 IL-3 扩 增 造 | 


]0095[ 


Aj للك‎ nex LK EE 5] 3 


得 ， 


离 的 细胞 即 混合 群体 ) ;它们 可 以 首先 在 培养 中 建立 ,例如 通过 转化 ;或 者 它们 可 以 已 经 经 
受 初 步 纯 化 方法 。 例 如 ,基于 细胞 表面 标记 的 表达 ,可 以 通过 阳性 或 阴性 选择 来 操纵 细胞 群 
体 ;在 体外 或 体内 用 一 种 或 多 种 抗原 刺激 ;用 一 种 或 多 种 生物 调节 剂 在 体外 或 体内 处 理 ;或 


胞 群体 经 历 阴 性 选择 以 耗竭 非 7 细 胞 
阴性 选择 ,所 述 分 子 包 括 B 
,可 以 对 细胞 群体 进行 
以 基于 多 种 分 子 的 细胞 表 


V TE n] 


1 表达 来 进行 


细胞 


定 的 造 ] 
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者 任何 或 全 部 这 些 的 组 合 。 在 示例 性 实施 方案 中 , 细 
定 T 细 胞 子 集 。 可 以 基于 各 种 分 子 的 细胞 表 盏 
记 如 CD19 和 CD20; 单 核 细 胞 标记 CD14;NK 细 胞 标记 CD56 ,或 者 
细胞 和 /或 特 
进行 阴性 选择 ,所 述 分 子 为 例如 抗体 混合 物 (例如 CD2,CD3,CD11p,CD14,CD15,CD16， 


和 /或 特 
细胞 标 
明 性 选择 以 消除 
面 表达 


ECD34 E] 
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还 可 以 从 受 试 者 获得 细胞 样品 ,然后 富 集 其 以 获得 期 望 的 细胞 类 型 .例如 ,如 本 文 
液 中 分 离 PBMC 和 /或 CD34 造 ] 
以 使 用 多 种 技术 从 其 他 细胞 中 分 离 
表 位 结合 的 抗体 分 离 和 /或 激活 ,例如 ,一 些 T 细 胞 分 离 试剂 盒 使 用 抗体 


可 用 于 从 PBMC 富 集 T 细‏ رع 


R 


合 物 珠子 来 激活 


H d 
CD41 (例如 用 于 巨 核 细胞 谱系 的 细胞 ) ,其 可 以 用 于 例如 经 由 


细胞 .逆流 离心 G 
四 胞 ,例如 用 与 所 需 细 胞 类 型 的 细胞 表面 上 的 


说 
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CD19,CD56,CD123,CD235a 和 


MACS 或 柱 分 离 来 分 离 其 他 细胞 类 型 。 


[0096] 
所 述 ,可 以 从 1 
胞 。 还 可 


细胞 ,然后 用 相同 的 珠子 分 离 柱子 。 可 以 使 用 的 男 一 种 方法 包括 使 用 针对 细胞 表面 标记 的 


定 细胞 类 型 而 不 通过 受 体 接 合 激活 细胞 。 


得 


于 


,骨髓 可 以 从 患 


使 用 富 含 T 细 胞 的 细胞 群体 , 则 可 以 使 用 连续 流 式 细胞 分 离 器 通过 白 细 
此 类 细胞 群体 ,例如 ,可 以 通过 任何 已 知 
沉 棕 黄 层 中 分 离 T7 细 胞 ,包括 在 Ficol1-Hypaque™" 梯 度 上 分 离 , 在 Percoll 梯 度 上 


在 某 些 方 面 ,T 细 胞 被 结合 ?细胞 受 体 的 试剂 激活 以 触发 ?细胞 活化 的 信号 级 联 。 例 
.为 了 将 了 细胞 打 革 
细胞 因子 ,例如 IL-2。 在 某 一 方面 , 抗 C03 和 抗 CD28 可 用 于 涉及 
ji ,可 以 应 用 抗 CD3 的 交 联 ,例如 与 平板 结合 的 抗 CD3。 如 果 使 用 可 溶性 抗 -CD3 来 活化 
PBMC 中 的 了 细胞, 则 可 溶性 抗 -CD3 抗 体 可 以 与 PBMC 中 的 APC 纺 
如 果 在 纯化 的 T 细 胞 群体 中 单独 使 用 可 溶性 抗 CD3 抗 体 , DUI H 


曾 殖 状 态 ,也 可 以 使 用 
刺激 的 T 细 胞 活化 .在 另 一 


5r ,然后 将 抗体 呈 递 给 T 细 胞 。 
HT EB S SUC ONE. 


FERII 


县 


LRUH-T 34 
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ZN 


Be Er Bener SERRE MIE EK A RE MF AIA 
E 涤 程序 分 离 . 已 知 的 用 于 分 离 上 骨髓 细 胞 的 方法 包括 以 下 步 
液 成 三 个 级 分 并 收集 中 间 部 分 或 淡 黄 色 层 ;b) 将 来 自 步 骤 (a) 的 淡 黄 
为 Ficoll (Pharmacia Fine Chemicals AB 的 商标 ) ) 中 离心 
URE ZR (b) 的 收集 级 分 以 回收 可 再 输 注 


p 


曾 至 显著 数目 


Dd 
rn 


液 分 离 术 从 混合 细胞 群体 获 


色 层 级 分 再 一 次 在 分 离 液 ( 通 
绰 胞 的 中 间 部 分 :和 c) FY 


骨髓 


抗体 进行 阴性 选择 以 选择 性 高 集 特 
ANNI DU NAHE, 
者 身上 取出 并 通过 各 种 分 离 和 六 


EL Eb 


]0097[ ET BE 


区 0 品 在 目 
又 :a FAST AV EE BES 


4 B ,并 收集 含有 
的 骨髓 细胞 。 
如 果 希 望 


[0098] 
胞 去 除 术 和 机 械 
的 方法 从 1 
分 离 或 淘 洗 。 
]0099[ 
如 ,可 以 使 用 CD3 抗 体 


AN IB 


茶 个 实施 方案 包括 在 抗 CD3 (OKT3) 和 ITL2 存 在 下 培养 细胞 ,这 是 有 利和 方便 的 ,因为 不 需要 


,PBMC 的 细胞 环境 将 有 助 于 


MARA. 


5 | 


使 用 昂贵 旦 麻烦 的 珠子 或 与 平板 结合 的 抗体 :加 入 OKT3 和 1IL2 后 
归于 优先 扩 增 ,T 细 胞 然后 在 PBMC 培养 物 中 排挤 其 他 多 
细胞 的 起 始 群 体 包含 淋巴 母 细 胞 样 细 胞 ,例如 来 自 淋巴 母 细胞 样 


激活 T 细 胞 。 昌 
[0100] ”在 某 些 方面 


细胞 系 (LCL) 。 本 领域 已 知 LCL 的 产生 ,例如 通过 用 BB 病毒 (EBV) 感染 B 细 胞 (Frisan 等 人 ， 
Epstein-Barr Virus Protocols,Part III,125-127,2001) 。 


v 1ل‎ 2501/1890 . Hj 


EREE o 


14 كلا‎ HE By 
i 程 载体 或 不 同 的 重 编程 


ER FES 
以 下 因子 或 其 组 合 可 以 用 于 本 公开 中 公 
F 别 是 0ct374) 将 被 包括 在 重 纪 


特 


Lem 


3Sox2、0ct4、Nanog 和 任 选 的 Lin28 的 表达 盒 ,或 编 
i 人 码 Sox2、0ct4 和 和 任 选 的 Esrrb 的 表达 盒 , 或 


实施 方案 中 , 体 细胞 的 起 始 群 体 通过 引入 重 乡 


[0101]  B. 重 编程 因子 
[0102] ”在 某 些 
TEES 


ji 程 因子 对 iPS 细 胞 的 产生 至 关 重 要 。 
开 的 方法 中 。 在 某 些 方面 ,多 


25 


Sox 和 0ct 的 核酸 


i 程 载体 可 包含 5 
任 选 的 c-Myc 的 表达 盒 或 多 


1 码 Sox2 .Oct4、Nanog\Lin28Klf4、c-Myc 和 任 选 的 SV40 大 T 抗 原 的 表达 盒 。 多 
滩 可 包含 在 相同 的 表达 盒 ` 不 同 的 表达 盒 . 相 同 的 重 多 
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Jan, 一 种 或 多 种 重 乡 
1502 4114 


SET 


Ne 


程 因 子 的 核 
载体 中 。 
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[0103] ”0ct4 和 Sox 基 因 家 族 的 某 些 成 员 (Soxl ,Sox2,Sox3 和 Soxl5) 已 经 被 鉴定 为 参与 诱 
导 过 程 的 关键 转录 调节 因子 ,其 缺乏 使 得 不 能 实现 诱导 。 然 而 ,其 他 基因 包括 KLITf 家 族 
(KL£1,KL£2, KLEAJUIKI£5) 、Myc 家 族 (c-Myc,L-Myc 和 N-Myc) 的 某 些 成 员 、Nanog 和 Lin28 已 被 
鉴定 为 提高 诱导 效率 。 

[0104]  Oct4 (Pou5f1) z& RA (Oc) 转录 因子 家 族 之 一 ,并 且 在 维持 多 能 性 中 起 关键 
作用 。 在 0ct4 细胞 (如 卵 裂 球 和 胚胎 干细胞 ) 中 缺少 0ct4 导 致 自发 性 滋养 层 细 胞 分 化 ,因此 
0ct4 的 存在 引起 胚胎 干细胞 的 多 能 性 和 分 化 潜能 。“0ct” 家族 中 的 各 种 其 他 基因 ,包括 0ct4 
的 近亲 0ctl1 和 0ct6, 都 未 能 引发 诱导 ,因此 证 明了 0ct-4 对 诱导 过 程 的 排他 性 。 

[0105] ”Sox 家 族 基 因 与 维持 与 0ct4 类 似 的 多 能 性 相关 ,尽管 它 与 多 能 干细胞 和 单 能 干 细 
胞 相关 ,而 0ct4 在 多 能 干细胞 中 专门 表达 ,尽管 Sox2 是 用 于 重 编 程 诱导 的 最 初 基 因 , 但 Sox 
家 族 中 的 其 他 基因 在 诱导 过 程 中 也 发 挥 了 作用 。Soxl 以 与 Sox2 相 似 的 效率 产生 iPS 细 胞 ,并 
且 基 因 Sox3、Sox15 和 Sox18 也 产生 iPS 细 胞 ,但 效率 降低 。 

[0106] ”在 胚胎 干细胞 中 ,Nanog 以 及 0ct4 和 Sox2 在 促进 多 能 性 中 是 必需 的 。 因 此 , 令 人 惊 
讶 的 是 Yamanaka 等 人 报道 Nanog 对 诱导 是 不 必要 的 ,尽管 Thomson 等 人 已 经 报道 有 可 能 以 
Nanog 作 为 其 中 一 个 因子 来 产生 iPS 细 胞 。 
[0107] ”Lin28 是 与 分 化 和 增殖 相关 的 在 胚胎 干细胞 和 胚胎 癌 细 胞 中 表达 的 mRNA 结 合 
白 ,Thomson 等 人 证 明 其 是 iPS 生 成 的 一 个 因子 ,尽管 其 是 非 必需 的 。 

[0108] ”Klf 家 族 基 因 的 KIf4 最 初 由 Yamanaka 等 人 ,2007 鉴 定 ,并 有 昌 由 Jaenisch 等 人 ,1988 
确认 为 用 于 产生 小 鼠 iPS 细 胞 的 因子 ,并且 由 Yamanaka 等 人 ,2007 证 明 是 产生 人 ipPSs 细 胞 的 
因子 。 但 是 ,Thompson 等 人 报道 K1f4 对 于 产生 人 ;ipPS 细 胞 是 不 必要 的 ,并 且 事 实 上 不 能 产生 
人 ipPSs 细 胞 。 发 现 K1f2 和 K1f4 是 能 够 产生 iPS 细 胞 的 因子 ,并且 相关 基因 K1f1 和 K1f5 也 能 够 
产生 iPS 细 胞 ,尽管 效率 降低 。 

[0109] ”Myc 家 族 基因 是 涉及 癌症 的 原 癌 基因 。Yamanaka 等 人 ,2007 和 Jaenisch 等 人 ,1988 
证 明 c-Myc 是 参与 小 鼠 iPS 细 胞 产生 的 因子 ,并 且 Yamanaka 等 人 ,2007 证 明和 它 是 涉及 人 iPS 细 
胞 产生 的 因子 。 然 而 ,Thomson 等 人 和 Yamanaka 等 人 报道 c-Myc 对 于 产生 人 ipPS 细 胞 不 是 必要 
的 。SY40 大 抗原 可 用 于 减少 或 预防 c-Myc 表达 时 可 能 发 生 的 细胞 毒性 。 

[0110] ”本 公开 内 容 中 使 用 的 重 编程 蛋白 质 可 被 具有 大 约 相同 重 编 程 功 能 的 蛋白 质 同 源 
物 取 代 。 编 码 这 些 同 源 物 的 核酸 也 可 用 于 重 编程 .保守 氮 基 酸 取代 是 优选 的 - 即 例如 天 冬 氮 
狼 - 谷 氨 酸 作为 极 性 酸性 氨基 酸 ; 赖 迄 酸 / 精 氨 酸 /组 氨 酸 作为 极 性 碱 性 氨基 酸 ; 亮 氨 酸 / 异 
TAR FH Bi 24 182 / T0 A E/T AR H 24 082 / Bit ARE ER ERKE AER s 22 ARD 
氨 酸 作为 极 性 或 不 带电 蓓 的 亲 水 性 氨基 酸 , 保 守 和 氨基 酸 取 代 还 包括 基于 侧 链 的 分 组 ,例如 ， 
有 上 共有 有 脂肪 族 侧 链 的 一 组 氨基 酸 是 甘氨酸 , 丙 氨 酸 , 幼 氨 酸 , 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 ;具有 脂 族 - 产 
其 侧 链 的 一 组 氨基 酸 是 丝氨酸 和 苏 氨 酸 ; 具 有 含 酰胺 侧 链 的 一 组 氨基 酸 是 天 冬 酰胺 和 谷 氨 
酰胺 ;具有 芳香 族 侧 链 的 一 组 氨基 酸 是 茶 丙 氨 酸 , 栈 ¢ 氨 酸 和 人 色 和 氨 酸 ;具有 碱 性 侧 链 的 一 组 氨 
基 酸 是 赖 氨 酸 , 精 氨 酸 和 组 氨 酸 ;具有 售 硫 侧 链 的 一 组 氨基 酸 是 半 胶 氨 酸 和 甲 硫 氨 酸 。 例 
如 ,有 理由 认为 用 异 亮 氮 酸 或 顷 氨 酸 取 代 亮 氨 酸 ,用 谷 氨 酸 取 代 天 冬 毛 酸 , 用 丝氨酸 取代 苏 
氨 酸 或 用 结构 相关 和 氨基酸 取 代 和 氨基 酸 的 相似 取代 将 不 具有 对 所 得 多 肤 的 性 质 的 显著 影响 。 
通过 测定 多 肽 的 特定 活性 可 以 容易 地 确定 氨基 酸 变化 是 否 导 致 功能 性 多 肽 。 

[0111] “C. 体 细胞 重 编程 
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[0112] “在 本 公开 内 容 的 某 些 方面 , 重 编程 因子 从 包含 在 一 个 或 多 个 载体 (例如 整合 载体 
或 游离 载体 ) 中 的 表达 盒 表 达 。 另 一 方面 , 重 编程 蛋白 质 可 通过 蛋白质 转 导 直 接 导 入 体 细 
He 

[0113] ”本 领域 技术 人 员 将 能 够 通过 标准 重组 技术 构建 载体 (参见 例如 Sambrook 等 人 ， 
2001 和 Ausubel 等 人 ,1996, 两 者 均 通 过 引用 并 入 本 文 ) 。 载 体 包 括 但 不 限于 质粒 , 烙 粒 ,病毒 
(噬菌体 ,动物 病毒 和 植物 病毒 ) 和 人 造 染色 体 (例如 YAO ,如 逆转 录 病 毒 载体 (例如 衍生 自 
莫 洛 尼 鼠 白血病 病毒 载体 (MoMLV) ,MSCV,SFFV,MPSV,SNV 等 ) , 慢 病 毒 载体 (例如 衍生 自 HIV- 
1,HIV-2,SIV,BIV,FIV 等 ) ,包括 有 复制 活性 的 复制 缺陷 的 和 其 无 功能 形式 的 腺 病毒 (Ad) 
载体 , 腺 相关 病毒 AAV) 载体 , 猴 病 毒 40 (SV-40) 载体 ,牛乳 头 瘤 病 毒 载 体 ,Epstein-Barr 病 
毒 载体 ,疱疹 病毒 载体 ,牛痘 病毒 载体 , 哈 维 鼠 肉 瘤 病 毒 载 体 , 鼠 乳 腺 肿瘤 病 毒 载体 ,Rous 肉 
瘤 病 毒 载体 。 

[0114] 1. 病毒 载体 

[0115] ”可 以 在 本 公开 内 容 的 某 些 方面 提供 病毒 载体 ,在 产生 重组 病毒 载体 时 , 非 必需 基 
因 通 常用 异 源 (或 非 天 然 ) 蛋白 质 的 基因 或 编码 序列 置换 。 病 毒 载体 是 利用 病毒 序列 将 核酸 
和 可 能 的 蛋白 质 导 入 细胞 的 一 种 表达 构建 体 . 某 些 病毒 通过 受 体 介 导 的 胞 吞 作 用 感染 细胞 
或 进入 细胞 并 整合 入 宿主 细胞 基因 组 并 稳定 而 有 效 地 表达 病毒 基因 的 能 力 使 其 成 为 将 外 
来 核酸 转移 入 细胞 (例如 哺乳 动物 细胞 ) 的 有 吸 引力 的 候选 物 。 以 下 描述 了 可 用 于 递送 本 公 
开 内 容 的 某 些 方面 的 核酸 的 病毒 载体 的 非 限 制 性 实例 。 
[0116] ”由 于 道 转录 病毒 将 它们 的 基因 整合 到 宿主 基因 组 中 、 转 移 大 量 外 来 遗传 物质 、 感 
染 广 谱 的 物种 和 细胞 类 型 和 被 包装 在 特定 的 细胞 系 中 的 能 力 , 其 具有 用 作 基 因 递 送 载 体 的 
前 景 Willer,1992) 。 
[0117] ”为 了 构建 逆转 录 病 毒 载体 ,将 核酸 搬入 病毒 基因 组 中 以 取代 某 些 病毒 序列 以 产生 
复制 缺陷 的 病毒 .为 了 产生 病毒 粒子 ,构建 了 包含 gag,po1 和 envy 基 因 的 包装 细胞 系 (但 没有 
LTR 和 包装 组 分 ) (Mann 等 人 ,1983) , 当 将 含有 cDNA 以 及 道 转录 病毒 LTR 和 包装 序列 的 重组 质 
粒 引 入 特定 细胞 系 (例如 通过 磷酸 钵 沉淀 ) 时 ,包装 序列 允许 重组 质粒 的 RNA 转 录 物 被 包装 
入 病毒 颗粒 然后 将 其 分 泌 到 培养 基 中 (Nicolas 和 Rubenstein,1988;Temin,1986;WMann 等 
人 ,1983) 。 然 后 收集 含有 重组 逆转 录 病 毒 的 培养 基 , 任 选 浓缩 并 用 于 基因 转移 。 逆 转录 病毒 
载体 能 够 感染 多 种 细胞 类 型 ,然而 ,整合 和 稳定 表达 需要 宿主 细胞 的 分 裂 (Paskind 等 人 ， 
1975) 。 
[0118] ” 慢 病 毒 是 复杂 的 逆转 录 病 毒 ,其 除了 常见 的 逆转 录 病 毒 基 因 gag、pol 和 env 之 外 还 
含有 有 具有 调控 或 结构 功能 的 其 他 基因 。 慢 病毒 载体 在 本 领域 中 是 公 知 的 (参见 例如 Naldini 
等 人 ,1996;Zufferey 等 人 ,1997;Blomer 等 人 ,1997; 美 国 专利 6,013,516 和 5,994,136)。 
[0119] “重组 慢 病毒 载体 能 够 感染 非 分 裂 细 胞 ,并 且 可 以 用 于 体内 和 体外 基因 转移 和 核酸 
序列 的 表达 。 例 如 ,美国 专利 5,994,136 描 述 了 能 够 感染 非 分 裂 细 胞 的 重组 慢 病毒 ,其 中 合 
适 的 宿主 细胞 用 携带 包装 功能 , 即 gag,po1 和 eny 以 及 rev 和 tat 的 两 种 或 更 多 种 载体 转 染 ， 
在 此 引入 作为 参考 。 

[0120] “2 .游离 载体 

[0121] ”基于 质粒 或 脂 质 体 的 染色 体外 ( 即 游 离 型 ) 载体 的 使 用 也 可 以 在 本 公开 内 容 的 某 
些 方面 提供 .这 种 游离 载体 可 以 包括 例如 基于 oripP 的 载体 ,和 /或 编码 EBNA-1 衍 生物 的 载 
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体 ,这 些 载 体 可 以 允许 DNA 的 大 片段 被 引入 细胞 并 维持 在 染色 体外 ,每 个 细胞 周期 复制 一 


病毒 蛋白 ) 不 引起 细胞 免 


基因 的 表达 ,在 一 些 细胞 
Evans 等 人 ,1997) 。 最 后 ， 


次 ,有 效 分 配 到 子 细胞 ,并 且 基 本 上 不 引起 免疫 应 答 。 
[0122] “特别 地 ,EBNA-1 (基于 oriP 的 表达 载体 的 复制 所 需 的 唯一 


疫 应 答 ,因为 它 开 发 了 有 效 的 机 制 以 绕 过 将 其 抗原 呈 递 至 MHC I 类 分 子 所 需 的 处 理 


(Levitskaya 等 人 ,1997) 。 此 外 ,EBNA-1 可 以 反 式 作用 以 增强 克隆 
系 中 诱导 克隆 基因 的 表达 高 达 100 倍 (Langl e-Rouaul t4& A ,1998; 
这 种 基于 oriP 的 表达 载体 的 制造 是 便宜 的 。 


[0123] ”其 他 染色 体外 载体 包括 其 他 基于 淋巴 营养 性 疱疹 病毒 的 载体 .淋巴 营养 性 疱疹 病 


命 周 期 一 部 分 的 质粒 的 并 


毒 是 在 淋巴 母 细胞 (例如 入 B 淋 巴 母 细胞 ) 中 复制 并 成 为 其 天 然 生命 


疹 病 毒 单纯 疱疹 病毒 HSV) 不 是 “淋巴 营养 性 ” 疮 疹 病 毒 。 示 例 性 淋巴 营养 性 疱疹 病毒 包括 
但 不 限于 EBV, 卡 波 西 肉瘤 疱疹 病毒 KSHV) ;松鼠 猴 疱 疹 病 毒 (HS) 和 马 立 克 氏 病 病 毒 MDY) 。 
也 考虑 了 基于 游离 型 的 载体 的 其 他 来 源 , 如 酵母 ARS , 腺 病毒 ,SV40 或 BPV。 

[0124] ”本 领域 技术 人 员 将 能 够 通过 标准 重组 技术 构建 载体 (参见 例如 Maniatis 等 人 ， 


1988 和 Ausubel 等 人 ,1994, 两 者 均 通 过 引用 并 入 本 文 ) 。 


[0125] ”载体 还 可 以 包含 进一步 调节 基因 递送 和 /或 基因 表达 ,或 另外 为 靶 细 胞 提供 有 益 
特性 的 其 他 组 分 或 功能 性 ,这 样 的 其 他 组 分 包括 例如 影响 与 细胞 结合 或 节 问 的 组 分 (包括 


介 导 细胞 类 型 或 组 织 特异 性 结合 的 组 分 ) ;影响 细胞 摄取 载体 核酸 的 组 分 ;影响 摄取 后 多 核 


BOT AE TER H RCM B 


芽 酸 在 细胞 内 的 定位 的 组 分 (例如 介 导 核定 位 的 试剂 ) ;RUSE S CE ERES EI 2H 77 > 
[0126] ”这样 的 组 分 还 可 以 包括 标记 ,例如 可 用 于 检测 或 选择 已 摄 


送 的 核酸 的 细胞 的 可 检测 和 /或 选择 标记 。 这 些 组 分 可 作为 载体 的 天 然 特征 提供 (例如 使 用 
有 具有 介 导 结合 和 摄取 的 组 分 或 功能 的 某 些 病毒 载体 ) ,或 可 修饰 载体 以 提供 此 类 功能 ,本 领 


中 ,或 维持 在 宿主 细胞 的 


域 已 知 多 种 这 样 的 载体 并 且 通 常 是 可 获得 的 。 当 载体 保持 在 宿主 细胞 中 时 ,载体 可 以 在 有 


丝 分 裂 过 程 中 作为 自主 结构 稳定 地 复制 ,并 入 宿主 细胞 的 基因 组 
细胞 核 或 细胞 质 中 。 
[0127] ”3. 基 于 转 座 子 的 系统 


[0128] ”在 某 些 方面 ,编程 因子 的 递送 可 以 使 用 转 座 子 - 转 座 酶 系统 。 例 如, 转 座 子 - 转 座 酶 
系统 可 以 是 众所周知 的 Sleeping Beauty,Frog Prince 转 座 子 - 转 座 酶 系统 (关于 后 者 的 描 


述 ,参见 例如 EP1507865) 或 TTAA 特 异性 转 座 子 PiggyBac 系统。 


[0129] 转 座 子 是 可 以 在 单个 细胞 的 基因 组 内 移动 到 不 同位 置 的 DNA 序 列 , 这 称 为 转 座 过 


转 座 子 也 曾 被 称 为 跳跃 


1 对 它们 进行 分 组 ,I 类 可 


程 ,在 这 个 过 程 中 ,它们 可 以 引起 突变 并 改变 基因 组 中 的 DNA 含 量 。 
基因 ,并 且 是 可 移动 遗传 元 件 的 实例 。 


一 . 


[0130] ”存在 各 种 可 移动 遗传 元 件 ,并 且 可 以 基于 它们 的 转 座机 人 


移动 遗传 元 件 或 逆转 录 转 座 子 首先 被 转录 成 RNA, 然后 通过 逆转 录 酶 逆转 录 为 DNA, 然 后 被 


插入 到 基因 组 中 的 男 一 位 置 而 自我 复制 11 类 可 移动 遗传 元 件 直 接 从 一 个 位 置 移动 到 男 一 


个 位 置 , 使 用 转 座 酶 在 基因 组 中 剪 切 和 粘贴 它们 。 


[0131] ”在 有 具体 的 实施 方案 中 ,本 公开 内 容 提供 的 构建 体 (例如 ,多 谱系 构建 体 ) 使 用 
PiggyBac 表 人 达 系 统 。PiggyBac (PB) DNA 转 座 子 通过 剪 切 -粘贴 机制 动 员 起 来 ,其 中 由 转 座 
Oe MM 


FEJE VEU Fe AEF 3 [S] قاط‎ e [3] R m E FI) CLTR) ;: 它 结合 这 些 序列 并 催化 转 座 子 的 切 
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基因 捕获 突变 (或 适 
体 转 座 子 的 质粒 共 转 


HF 表 达 所 需 的 元 件 ,-PB 具 


基因 组 的 TTAA 位 点 。 为 了 产生 
应 ,并 与 包含 供 
基因 陷阱 。 转 座 酶 将 催化 从 质粒 中 切除 
AE DS BB 
入 命中 基因 ) ; (2 它 没有 局 部 跳 
| ( 升 高 的 转 座 酶 水 平 导致 转 座 减少 ) 不 敏感 ;4 
HF FER”. 


明 B 


将 


和 捕获 


A 
= 


说 
除 .PB 随 后 以 相对 随机 的 方式 整合 到 整个 3 
合 于 产生 转基因 动物 ) , 转 座 酶 在 一 个 质粒 上 反 式 供 
染 , 该 重组 转 座 子 包含 侧 接 转 座 酶 (ITR) 结合 位 点 的 
码 区 内 的 整 
YE: (1) 它 优先 插入 基因 内 (50% 到 67% 的 扣 
ibBEA P 
体位 点 干净 地 切除 ,不 像 Sleeping Beauty 那 样 
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5 RE 3f BE FEA | S DSL ZH rf Eb 
有 几 个 理想 特 
EK (广泛 的 基因 组 覆盖 ) ; (3) 对 


EA 


[0132] 4 .调控 元 件 

[0133] ”包含 在 用 于 本 公开 内 容 的 重 编程 载体 中 的 表达 盒 优 选 含有 (以 5 至 3 方向 ) BE 
白质 编码 序列 有 效 连接 的 真 核 转录 启动 子 , 包 含 插入 序列 的 前 接 信号 以 及 转录 终止 / 聚 腺 
THER, 

[0134] a. 启动 子 /增强 子 

[0135] ”本 文 提供 的 表达 构建 体 包 含 驱 动 编程 基因 表达 的 启动 子 。 启 动 子 通常 包含 用 于 定 
位 RNA 合 成 的 起 始 位 点 的 序列 .这 最 好 的 实例 是 TATA 盒 ,但 在 一 些 缺 少 TATA 盒 的 启动 子 ( 例 


起 始 
起 始 的 频率 。 通 
B EN 
起 始 位 点 的 5 
编码 的 RNA 


寻 当 元 件 相对 于 彼此 倒转 或 移动 时 保持 
曾 加 到 50pp , 然后 活性 开始 下 降 。 
起 作用 以 激活 转录 。 局 动 子 可 以 或 可 以 不 
序列 转录 激活 的 顺 式 作 用 调控 序列 。 


i 码 区 段 和 /或 
尔 为 “内 源 性 ”。 类 似 地 , 增 


不 与 其 天 然 


.例如 ,最 党 
(trp) 启动 子 系 统 。 
RI 增 技术 


的 局 动 子 可 以 被 和 和 


的 局 动 子 或 : 


控 区 的 不 同 元 件 , 和 /或 改 2 
LENS GEARED ,乳糖 和 
gy qz, 


REE EEB E DABIS Jer SIF RUSV A0 6 HE E DRE FIP) 中 ,覆盖 


是 柔性 的 ,使 得 
启动 子 功 能 ,在 tk 启动 子 中 ,启动 子 元 件 之 间 的 间隔 可 以 1 
同 或 独立 地 
“增强 子 ” 指 涉及 核酸 
列 天 然 相关 的 启动 子 , 如 可 通过 分 离 位 于 多 
码 序列 获得 的 启动 子 。 这 样 
用 序列 的 下 游 或 上 游 的 与 该 序列 天 然 相 关 的 增强 子 。 或 者 ,通过 将 
1 下 来 获得 某 些 优 点 ,所 述 重 组 或 异 源 启动 子 是 指 
兽 强 子 也 指 通常 
曾 强 子 可 以 包括 其 它 基因 的 启动 子 或 增 
核 或 真 核 细 胞 分 离 的 启动 子 或 增强 子 , 以 及 不 “天然 存 在 ” 
表达 的 突变 
EAR 


可 以 使 用 重组 克隆 和 /或 核 


或 异 源 启动 子 的 控 表 
序列 相关 的 局 动 子 。 重 组 或 异 源 j 


ES 
HJ 


子 。 这 样 


如 哺乳 动物 末端 脱氧 核 苷 


位 点 的 离散 元 件 本 身 有 助 于 固定 起 始 的 位 置 。 额 外 的 局 动 了 元 件 调节 转录 
起 始 位 点 上 游 30-110bp 区 域 ,尽管 已 经 显示 许多 启动 子 在 起 
人 码 序 列 “ 受 控 于 ”启动 子 ,将 转录 阅读 框 的 转录 
末端 定位 在 所 选 启 动 子 的 “下 游 ”( 即 3”) 处 。 上游 ”启动 子 刺激 DNA 的 转录 并 促进 


Lr 
rn 


这 些 启动 子 位 于 
游 也 包含 功能 元 件 . 为 了 使 


的 表达 。 


[0136] ”启动 子 元 件 之 间 的 间隔 通常 


根据 局 动 子 的 不 同 ,单个 元 件 可 以 卉 
与 “增强 子 " 结合 使 用 ， 
[0137] ”启动 子 可 以 是 
yw ES Ed 
强 子 可 以 是 与 位 于 核 
码 核酸 片段 置 于 重组 
通常 不 与 其 天 然 环 境 中 的 核酸 
环境 中 的 核酸 序列 相关 的 增强 
强 子 ,以 及 从 任何 其 他 病毒 或 原 
的 启动 子 或 增强 子 , 即 含有 不 同 转录 1 


与 核酸 月 


用 于 重组 DNA 构 建 的 启动 子 包 括 B- 内 五 
除了 合成 地 产生 启动 子 和 增强 子 的 核 


(包括 PCR™) 连同 本 文公 开 的 组 合 物产 生 序 列 (参见 美国 专利 号 4,683,202 和 5 ,928,906, 各 


FE 核 细胞 器 例如 线粒体 、 叶 绿 体 等 内 的 


导 在 


自 通过 引用 并 入 本 文 ) 。 此 外 ,预期 可 以 使 用 指 


序列 转录 和 /或 表达 的 控制 序列 。 
[0138] 《当然 ,使 用 有 效 指 导 DNA 乒 段 在 选择 用 于 表达 的 细胞 器 、 细 胞 类 型 、 组 织 ` 器 官 或 生 
spider eR ep rt bct FAMINA AD 重 常 知道 启动 子 、 
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增强 子 和 细胞 类 型 组 合用 于 和 蛋白质 表 达 的 应 用 (参见 例如 Samprook 等 人 ,1989 ,通过 引用 并 


入 本 文 ) 。 所 使 用 的 启动 子 可 以 是 组 成 型 的 ,组 织 特 异性 的 ,可 诱导 的 和 /或 在 合适 的 条 件 下 


说 BB GB 
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HI TR SE FA DNA Fr BER EERS, P Br t CUBA P7 E GR A RVR EA ARS o 


o 


局 动 子 可 以 是 异 源 的 或 内 源 的 


[0139] ”另外 ,任何 启动 子 /增强 子 组 合 (例如 ,根据 真 核 局 动 子 数据 库 EPDB) 也 可 用 于 驱动 
表达 。 使 用 T3、T7 或 SP6 细 胞 质 表达 系统 是 男 一 个 可 能 的 实施 方案 。 如 果 提 供 适 当 的 细菌 聚 


合 酶 , 真 核 细 胞 可 以 支持 来 自 某 些 细菌 局 动 子 的 细胞 质 转录 ,作为 递送 复合 物 的 一 部 分 或 


作为 另外 的 基因 表达 构建 体 。 


[0140] ”启动 子 的 非 限制 性 例子 包括 早期 或 晚期 病毒 启动 子 ,如 SV40 早 期 或 晚期 局 动 子 ， 
巨细 胞 病毒 (CMV) 立即 早期 局 动 子 , 劳 斯 肉瘤 病毒 (RSV) 早期 局 


动 子 ; 真 核 细胞 局 动 子 , 例 


如 ,例如 ,B 肌 动 蛋白 启动 子 Ng,1989;Quitsche 等 人 ,1989) ,GADPH 启 动 子 Alexander 等 人 ， 
蛋白 启动 子 Karin 等 人 ,1989;Richards 等 人 ,1984) ;和 
连接 的 响应 元 件 启动 子 , 例 如 环 状 AMP 应 答 元 件 局 动 子 Cere) ,| 
佛 波 醇 酯 启动 子 OPA 和 在 最 小 TATA 盒 附近 的 应 答 元 件 启动 子 (tre) 。 也 可 以 使 用 人 生长 激 
素 启 动 子 序列 (例如 ,Genpank 中 描述 的 人 生长 激素 最 小 启动 子 , 登 录 号 X05244, 核 昔 酸 283- 


清 应 答 元 件 启动 子 (sre) و‎ 


o 


1988, Ercolani£4 A , 1989) , 4 JEME 


341) 或 小 鼠 乳 腺 和 肿瘤 启动 子 (可 从 ATCC 获 得 ,目录 号 ATCC 45007) 


细胞 和 前 体 的 方法 ,组 织 特异 性 转基因 表达 ,特别 是 来 白 纺 


[0141] ”作为 鉴定 衍生 的 造 ! 


程 的 造血 细胞 和 造血 细胞 前 体 中 的 报道 基因 表达 可 能 是 期 望 的 方式 .为 了 提高 特异 性 和 活 
性 ,已 经 考虑 使 用 顺 式 作 用 调节 元 件 . 例 如 ,可 以 使 用 造血 细胞 4 


际 异 性 启动 子 . 许 多 这 样 的 
基因 的 启动 子 。 


造血 细胞 特异 性 局 动 子 是 本 领域 己 知 的 ,例如 表 1! 中 提供 的 造 ! 
[0142] ”在 某 些 方面 ,本 公开 内 容 的 方法 还 涉及 增强 子 序列 , 即 增加 启动 子 活性 并 且 具 有 


顺 式 作用 且 不 管 其 取向 甚至 在 相对 长 的 距离 (距离 目标 局 动 子 多 至 几 干 个 碱 基 ) 上 起 作用 
的 可 能 性 的 核酸 序列 。 然 而 ,增强 子 功能 不 一 定 限 于 如 此 长 的 距离 ,因为 它们 也 可 以 靠近 给 


细胞 启动 子 和 增强 子 序列 ,并 且 可 以 用 于 本 发 明 的 方法 中 。 
参见 例如 美国 专利 5,556 ,954; 美 国 专利 申请 20020055144; 美国 专利 申请 20090148425。 
[0144] “5b .起 始 信号 和 连锁 表达 


点 并 提供 必要 的 信号 , 众 所 
| 码 序列 的 阅读 框 “符合 读 杠 ” ,以 确保 整个 插入 片段 的 翻译 。 


的 表达 构建 体 中 也 可 以 使 用 特定 的 起 始 信 号 来 有 效 翻 译 纺 
码 序列 。 这 些 信 号 包括 ATG 起 始 密 码 子 或 相 邻 序列 。 可 能 需要 提供 外 源 翻 译 控制 信号 ,包括 
ATG 起 始 密 码 子 。 本 领域 的 普通 技术 人 员 将 能 够 容易 地 确定 这 


定 的 启动 子 起 作用 。 
[0143] ”已 经 鉴定 了 许多 造 ! 


[0145] ”在 本 公开 内 容 中 提供 


周知 ,起 始 密码 子 必须 与 所 需 有 


外 源 翻 译 控制 信号 和 起 始 密码 子 可 以 是 天 然 的 或 合成 的 。 通 过 包含 适当 的 转录 增强 子 元 件 


可 以 增强 表达 效率 。 


[0146] ”在 某 些 实施 方案 中 ,使 用 内 部 核糖 体 进入 位 点 (IRES) 元 件 来 产生 多 基因 或 多 顺 反 
子 信息 。IRES 元 件 能 够 绕 过 5 甲 基 化 Cap 依 赖 性 翻译 的 核糖 体 扫描 模型 并 开始 在 内 部 位 点 


发 病毒 家 族 的 两 个 成 员 ( 疹 


1988) .已 经 描述 了 来 自 小 核糖 核 


翻译 (Pelletier 和 Sonenberg， 


髓 灰质 炎 和 脑 心肌 炎 ) 的 IRES 成 分 (Pelletier 和 Sonenberg,1988) ,以 及 哺乳 动物 信息 中 的 
IRES (Macejak 和 Sarnow,1991) 。IRES 元 件 可 以 与 异 源 开放 阅读 框 连接 。 多 个 开放 阅读 框 可 
以 一 起 转录 ,每 个 框架 由 一 个 IRES 分 隔 开 来 ,从 而 形成 多 顺 反 子 信 息 。 凭 借 IRES 元 件 ,核糖 
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体 可 以 利用 每 个 开放 阅读 框 进行 高 效 翻译 。 使 用 单个 启动 子 /增强 子 可 以 有 效 表 达 多 个 雪 
以 转录 单个 信息 (参见 美国 专利 号 5,925,565 和 5,935,819, 各 自 通 过 引用 并 入 本 文 ) 。 
[0147] “另外 , 某 些 2A 序 列 元 件 可 用 于 在 本 公开 内 容 中 提供 的 构建 体 中 产生 编程 基因 的 连 
锁 或 共 表达 。 例 如 ,可 以 使 用 切 制 序列 通过 连接 开放 阅读 框 以 形成 单个 顺 反 子 来 共 表达 基 
.示例 性 的 切割 序列 是 F2A (口蹄疫 病毒 2AD) 或 "2A 样 "序列 (例如 Thosea asigna 病 毒 2A; 
T2A) Winskaia 和 Ryan,2013) 。 在 有 具体 的 实施 方案 中 ,F2A 切 割 肽 用 于 连接 多 谱系 构建 体 中 
基因 的 表达 。 

[0148] .ع‎ fill 

[0149] ”为 了 在 宿主 细胞 中 增殖 载体 ,其 可 以 含有 一 个 或 多 个 复制 位 点 起 始 (通常 称 为 
“ori”) ,例如 ,与 上 述 EBV 的 oriP 或 在 编程 中 具有 相似 或 升 高 的 功能 的 遗传 上 工程 化 的 oriP 
相对 应 的 核酸 序列 ,其 是 启动 复制 的 特定 核酸 序列 。 或 者 ,可 以 使 用 如 上 所 述 的 其 他 染色 体 
外 复制 病毒 的 复制 起 点 或 自主 复制 序列 (ARS) 。 

[0150] ”qd. 选 择 和 可 筛选 标记 
[0151] 在 某 些 实施 方案 中 ,含有 核酸 构建 体 的 细胞 可 以 通过 在 表达 载体 中 包含 标记 而 体 
外 或 体内 鉴定 。 这 种 标记 会 赋予 细胞 可 识别 的 变化 ,从 而 容易 鉴定 含有 表达 载体 的 细胞 。 通 
dé ,选择 标记 是 赋予 允许 选择 的 属性 的 标记 。 阳 性 选择 标记 是 其 中 标记 的 存在 允许 其 选择 
的 标记 , 而 阴性 选择 标记 是 其 存在 阻止 其 选择 的 标记 。 阳 性 选择 标记 的 一 个 例子 是 耐 药 性 
标记 。 
[0152] ”通常 包含 药物 选择 标记 有 助 于 转化 体 的 克隆 和 鉴定 ,例如 赋予 对 新 霉 索 , 呆 叭 考 
Ao WEA ,DHFR,GPT, 博 来 霉 素 和 组 氨 醇 的 抗 性 的 基因 是 有 用 的 选择 标记 .除了 赋予 允许 
基于 条 件 的 实施 区 分 转化 体 的 表 型 的 标记 之 外 ,还 设想 了 其 他 类 型 的 标记 ,包括 基于 比 色 
分 析 的 可 筛选 标记 ,例如 GFP。 或 者 ,可 以 使 用 可 筛选 的 酶 作为 阴性 选择 标记 ,例如 单纯 疱疹 
病毒 胸 苷 激酶 (tk) RAE A AMA (CAD 。 本 领域 技术 人 员 也 知道 如 何 使 用 免疫 学 标 
记 , 其 可 与 FACS 分 析 结 合 。 所 使 用 的 标记 不 被 认为 是 重要 的 ,只 要 它 能 够 与 编码 基因 产物 的 
核酸 同时 表达 即 可 ,选择 和 可 筛选 标记 的 其 他 例子 对 于 本 领域 技术 人 员 来 说 是 公 知 的 。 
[0153] ”如 本 文 所 述 ,将 核酸 (例如 DNA 或 RNA) 引入 待 利用 本 公开 内 容 编 程 为 造血 前 体 细胞 
的 多 能 干细胞 中 可 以 使 用 用 于 核酸 递送 以 转化 细胞 的 任何 合适 的 方法 ,或 者 正如 本 领域 普 
通 技术 人 员 所 知道 的 那样 .这些 方法 包括 但 不 限于 直接 递送 DNA, 例如 通过 离 体 转 染 
(Wilson 等 人 ,1989,Nabel 等 人 ,1989) ,通过 注射 (美国 专利 号 5,994,624,5,981 ,274,5， 
945,100,5,780,448,5,736,524,5,702,932,5,656,610,5,589,466 和 5,580 , 859 ,通过 引用 
并 入 本 文 ) ,包括 显 微 注射 (Harland 和 Weintraub,1985; 美 国 专 利 号 5,789,215, 通 过 引用 并 
入 本 文 ) ;通过 电 穿 孔 (美国 专利 号 5,384,253, 通 过 引用 并 入 本 文 ;Tur-Kaspa 等 人 ,1986; 
Potter A,1984) ;通过 磷酸 钵 沉淀 (Graham 和 Van Der Eb,1973;Chen 和 0kayama,1987; 
Rippe 等 人 ,1990) ;通过 使 用 DEAE- 葡 聚 糖 和 聚 乙 二 醇 (Gopal ,1985) ;通过 直接 声波 加 载 
(Fechheimer 等 人 ,1987) ;通过 脂 质 体 介 导 的 转 染 (Nicolau 和 Sene,1982;Fraley 等 人 ， 
1979;Nicolau 等 人 ,1987;Wong 等 人 ,1980;Kaneda 等 人 ,1989;Kato 等 人 ,1991) 和 受 体 介 导 
的 转 染 Wu 和 Wu,1987;Wu 和 Wu,1988) ;通过 微粒 稼 击 (PCT 申 请 号 WO 94/096995195/06128; 
美国 专利 号 5,610,042;5,322,783 5,563,055,5,550,318,5,538,877 和 5,538,880, 并 且 各 
自 通过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 用 碳化 硅 纤 维 搅拌 Kaeppler 等 人 ,1990; 美 国 专 利 号 5,302， 
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523 和 5,464,765, 通 过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 农 杆菌 介 导 的 转化 (美国 专利 号 5,591 ,616 和 5， 
563,055, 各 自 通 过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 干燥 /抑制 介 导 的 DNA 摄 取 (Potrykus 等 人 ,1985) 以 
及 这 些 方法 的 任何 组 合 。 通 过 应 用 诸如 这 些 的 技术 ,细胞 器 、 细 胞 、 组 织 或 生物 体 可 以 被 稳 
定 或 瞬时 转化 。 
[0154] III. 和 免疫 细胞 的 产生 

[0155] A. 产生 HPC 

[0156] ”本 公开 内 容 的 实施 方案 涉及 体 细 胞 衍生 的 PSC 疝 到 C 的 分 化 ,可 通过 本 领域 已 知 的 
方法 将 体 细 胞 衍生 的 PSC 分 化 成 了 PC, 例如 美国 专利 号 8,372,642 中 所 述 ,其 通过 引用 并 入 本 
文 。 例 如 ,可 以 使 用 BMP4、VEGF Flt3 配 体 .IL-3 和 GM-CSF 的 组 合 来 促进 造血 分 化 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,将 细胞 培养 物 依次 暴露 于 第 一 培养 基 以 制备 用 于 分 化 的 PSC, 包 含 BMP4、VEGF 和 
FGF 的 第 二 培养 基 , 随 后 在 包含 Flt3 配 体 \,SCF、TP0、IL-3 和 ITIL-6 的 第 三 培养 基 中 培养 ,可 以 
将 多 能 细胞 分 化 为 造血 前 体 细胞 和 造血 细胞 ,第 二 确定 培养 基 还 可 以 包含 肝素 .此 外 ,在 合 
有 BMP4 和 VEGF 的 培养 其 中 包含 FGF-2 (50ng/ml) 可 以 提高 由 多 能 细胞 产生 造血 前 体 细胞 的 
效率 。 另 外 ,在 第 一 确定 培养 基 中 加 入 糖 原 合 酶 激酶 3 (GSK3) 抑制 剂 (例如 CHIR99021 ,BIO 和 
SB-216763) 可 以 进一步 增强 到 C 的 产生 。 
[0157] “可 以 使 用 确定 的 或 非 确 定 的 条 件 进 行 多 能 细胞 向 造血 前 体 细胞 的 分 化 .一般 而 
E ,将 意识 到 ,确定 的 条 件 通常 在 其 中 所 得 细胞 打算 施用 于 人 受 试 者 的 实施 方案 中 是 优选 
的 .造血 干细胞 可 以 来 自 确 定 条 件 下 的 多 能 干细胞 (例如 , 使 用 TeSR 培 养 基 ) ,并 且 造 血细胞 
可 以 由 来 自 多 能 细胞 的 胚 状 体 产生 .在 其 他 实施 方案 中 ,多 能 细胞 可 以 在 0P9 细 胞 或 小 鼠 胚 
台 成 纤维 细胞 上 共 培 养 并 随后 分 化 。 

[0158] “可 以 允许 多 能 细胞 形成 胚 状 体 或 聚集 体 作 为 分 化 过 程 的 一 部 分 .为 了 诱导 分 化 ， 
"BRA" (EB) 或 生长 细胞 簇 的 形成 通 营 涉及 人 多 能 干细胞 体外 聚集 到 EB 中 并 允许 人 多 能 
于 细胞 自发 和 随机 分 化 成 代表 内 胚层 .外 胚层 和 中 胚层 起 源 的 多 个 组 织 类 型 .因此 可 以 使 
用 三 维 BEB 来 产生 一 部 分 造血 细胞 和 内 皮 细 胞 。 
[0159] ”EB 可 以 使 用 以 下 方案 形成 ,适应 于 在 Matrigel" 包 被 的 平板 上 的 无 饲养 细胞 生长 
的 未 分 化 的 iPSC 可 以 在 汇合 时 使 用 0.5M EDTA 在 室温 下 处 理 约 8-10 分 钟 来 收获 ,孵育 后 抽 
吸 EDTA ,并 且 可 以 通过 将 细胞 收集 在 含有 rock 抑 制剂 或 blebpistatin 的 SFD 培 养 基 中 来 形 
成 EB。 培 养 基 可 以 在 第 二 天 更 换 为 含有 不 同 细 胞 因子 制剂 的 EB1 分 化 培养 基 。 将 细胞 以 每 毫 
升 0.25-0.5 百 万 个 细胞 /ml 的 密度 铺 板 以 促进 聚集 体形 成 。 

[0160] ”为 了 促进 肾 集 体形 成 ,可 以 将 细胞 转移 到 低 附 着 平板 上 以 在 由 75% IMDM (Gibco) 、 
补充 有 0.05%N2 和 B-27 而 不 含 RA 补充 剂 的 25%Ham’s Modified F12 (Cellgro) 、200mM 1- 
洛 氨 酰胺 、0.05mg/ml 抗 坏 血 酸 -2- 磷 酸 镁 盐 (Asc2-P) (WAKO) 和 4.5X10 MTG 组 成 的 无 血清 
分 化 (SED) 培养 基 中 孵育 过 夜 .第 二 天 ,可 以 从 每 个 孔 收 集 细 胞 并 离心 然后 可 将 细胞 在 分 
化 的 前 四 天 重 悬 于 "EB 分 化 培养 基 ” 中 ,所 述 “EB 分 化 培养 基 ” 由 补充 有 约 50ng/ml 骨 形态 发 
生 因 子 (BMP-4) 、 约 50ng/ml 血 管内 皮 生 长 因子 (VEGO 和 50ng/ml zb FGF 的 SFD 基 础 培养 基 
组 成 ,这 些 细 胞 每 18 小 时 更 换 一 半 的 培养 基 , 在 分 化 的 第 五 天 ,用 包含 补充 有 50ng/ml 干 细 
胞 因子 (SCF) 、 约 50ng/ml Flt-3 配 体 Flt-3L) .50ng/ml SFD 培 养 基 和 白细胞 介 素 -6(IL-6) 、 
50ng/ml 和 白细胞 介 素 -3 (IL-3)、50ng/ml 血 小 板 生 成 素 (TPO) 的 SFD 培 养 基 的 第 二 培养 基 替 换 
培养 基 。 每 18 小 时 用 新 鲜 的 分 化 培养 基 蔡 换 细 胞 的 一 半 培 养 基 ,通过 将 分 化 培养 物 以 300g 
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离心 5 分 钟 并 从 分 化 培养 物 吸取 一 半 体 积 并 用 新 鲜 培 养 基 补充 来 进行 培养 基 更换 。 在 某 些 
实施 方案 中 ,EB 分 化 培养 基 可 以 包含 约 BMP4 (例如 约 50ng/ml) ,YEGF (例如 约 50ng/ml) 和 任 
选 的 FG6F-2 (例如 约 25-75ng/ml 或 约 50ng/ml) 。 可 以 吸出 上 清 液 并 用 新 鲜 的 分 化 培养 基 代 
蔡 。 可 选 地 ,细胞 可 以 每 两 天 用 新 鲜 培 养 基 更换 一 半 培 养 基 。 细 胞 可 以 在 分 化 过 程 中 的 不 同 
时 间 点 收获 。 
[0161] 可 以 使 用 确定 的 培养 基 从 多 能 干细胞 培养 造血 前 体 细 胞 。 使 用 确定 的 培养 基 将 多 
能 细胞 分 化 为 造血 CD34 干细胞 的 方法 描述 于 例如 美国 申请 12/715,136 中 ,不 作 放 弃 声 明 
地 将 其 全 部 内 容 通 过 引用 整体 并 入 本 文 。 预 期 这 些 方法 可 以 与 本 公开 内 容 一 起 使 用 。 
[0162] ”例如 ,可 以 使 用 确定 的 培养 基 来 诱导 造血 CD34 分 化 ,确定 的 培养 基 可 含有 生长 因 
子 BMP-4,VEGF,F1t3 配 体 ,IL-3 和 /或 GMCSF。 可 以 在 包含 BMP4、VEGF 和 任 选 的 FGF-2 的 第 一 确 
定 培养 基 中 培养 多 能 细胞 ,随后 在 包含 flt3 配 体 ,IL-3 和 GMCSPF) 或 flt3 配 体 ,IL-3,IL-6 
和 TP0) 的 第 二 培养 基 中 培养 。 第 一 和 第 二 培养 基 还 可 以 包含 SCF و‎ IL-6 و‎ 6-0517 , EPO, FGF-2 
和 /或 TP0 中 的 一 种 或 多 种 。 基 本 上 低 氧 的 条 件 (例如 , 低 于 20% 的 02) 可 以 进一步 促进 造 ! 
或 内 皮 分 化 。 
[0163] ”细胞 可 以 通过 机 械 或 酶 促 手段 (例如 ,使 用 胰 和 蛋白 酶 或 TrypLEZ 基本 上 个 体 化 。 培 
养 基 中 还 可 以 包含 ROCK 抑制 剂 (例如 H1152 或 Y-27632) 。 预 期 这 些 方法 可 以 使 用 例如 机 器 人 
自动 操作 来 自动 化 。 
[0164] ”在 某 些 实施 方案 中 ,可 以 使 用 基本 上 低 氧 的 条 件 来 促进 多 能 细胞 分 化 成 造血 祖 细 
胞 ,如 本 领域 技术 人 员 将 认识 到 的 ,小 于 约 20.8% 的 大 气 氧 含量 将 被 认为 是 低 氧 的 ,与 环境 
空气 相 比 ,培养 中 的 人 细胞 可 以 在 氧 含量 降低 的 大 气 条 件 下 生长 。 这 种 相对 低 氧 可 以 通过 
减少 暴露 于 培养 基 的 大 气 氧 来 实现 .胚胎 细胞 通常 在 减少 氧 的 条 件 下 在 体内 发 育 , 通 党 约 
1% 至 约 6% 的 大 气 氧 ,二 氧化 碳 为 环境 水 平 。 不 希望 受理 论 束 缚 ,预计 低 氧 条 件 可 能 模仿 某 
些 胚胎 发 育 条 件 的 一 个 方面 ,如 下 面 的 实施 例 所 示 , 在 某 些 实施 方案 中 可 以 使 用 低 氧 条 件 
来 促进 多 能 细胞 (例如 iPSC 或 hESO) 进一步 分 化 成 更 分 化 的 细胞 类 型 ,例如 造血 前 体 细胞 。 
[0165] ”以 下 低 氧 条 件 可 用 于 促进 多 能 细胞 分 化 成 造血 祖 细 胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,小 于 
约 20% , v T 2319926 ,小 于 约 18% ,小 于 约 17%% ,小 于 约 16% ,小 于 约 15% ,小 于 约 14% ,小 于 
约 13% ,小 于 约 12% ,小 于 约 11% ,小 于 约 10% ,小 于 约 9% ,小 于 约 8% ,小 于 约 7% ,小 于 约 
6% ,小 于 约 5% , 205 90 , 约 4%, 约 3%, 约 2% 或 约 1% 的 大 气 氧 含 量 可 用 于 促进 分 化 成 造 ] 
前 体 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 , 低 氧 环境 包含 约 5% 的 氧气 。 

[0166] 不 管 在 任何 给 定 的 造血 祖 细 胞 扩 增 中 使 用 的 特定 培养 基 如 何 , 所 用 培养 其 优选 补 
充 有 至 少 一 种 细胞 因子 ,浓度 为 约 0.1ng/mL 至 约 500ng/mL, 更 通常 为 10ng/mL 到 100ng/mL。 
合适 的 细胞 因子 包括 但 不 限于 c-kit 配 体 (KL). (也 称 为 钢 因子 (StT) ,肥大 细胞 生长 因子 
MGA 和 于 细胞 因子 (SCF)) ,TL-6,G-CSF ,了 TL-3,GM-CSF, 1]. 10 , IL-11MIP-1a , LIF, c-mpl id 
体 /TPO 和 flk2/flk3 配 体 (F1t2L 或 F1t31L) o (Nicola 等 人 ,1979;Golde 等 人 ,1980;Lusis,， 
1981;Abboud 等 人 ,1981;0kabe,1982;Fauser 等 人 ,1981) ,特别 地 ,培养 物 将 包括 SCF , F1 tL 
和 TPO 中 的 至 少 一 种 。 更 具体 地 说 ,培养 物 将 包括 SCF ,Fl1t3L 和 TP0O。 

[0167] ”在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 因子 包含 在 培养 基 中 并 通过 培养 禁 灌 注 补充 。 或 者 , 当 使 
用 生物 反应 器 系统 时 ,细胞 因子 可 以 通过 单独 的 入 口 端口 作为 浓缩 溶液 分 开 加 入 , 而 无 需 
培养 其 灌 注 。 当 添加 细胞 因子 而 没有 灌注 时 ,通常 将 它们 作为 10X 至 100X 溶液 添 加 ,其 量 
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等 于 生物 反应 器 体积 的 十 分 之 一 至 1/100, 并 且 大 约 每 2 至 4 天 添加 一 次 新 鲜 的 细胞 因子 。 此 
外 ,新 鲜 浓缩 的 细胞 因子 还 可 以 男 外 加 入 ,除了 灌注 培养 基 中 的 细胞 因子 之 外 。 

[0168] ”在 一 些 实施 方案 中 , 卫 C 展 现 破 坏 的 甲 基 -CpG 结 合 和 蛋白 2 MeCP2) ,并 在 促进 髓 样 分 
化 或 淋巴 样 分 化 的 条 件 下 培养 。 在 一 些 方面 ,HPC 表 达 基 本 上 不 与 甲 基 化 DNA 结 合 的 非 功 能 
性 MeCP2, 在 某 些 方面 ,HPC 不 以 足以 影响 MeCP2DNA 结 合 活 性 的 水 平 表达 MeCP2。 在 具体 方面 ， 
MeCP2 由 于 MeCP2 基 因 中 的 截 短 或 突变 而 不 起 作用 ,在 一 些 方 面 , 获 得 展现 破坏 的 MeCP2 的 
HPC 包 括 使 HPC 与 siRNA、shRNA 或 MeCP2 的 小 分 子 抑制 剂 接触 。 

[0169]  B. 淋 巴 样 细胞 分 化 

[0170] ”然后 可 以 将 从 体 细 胞 衍生 的 PSC 分 化 的 HPC 进 一 步 分 化 成 淋巴 样 谱系 细胞 ,包括 T 
细胞 ,NK 细胞 和 T/ANK 细 胞 。 在 一 些 方面 ,分 化 过 程 中 的 HPC 在 第 7-12 天 如 第 8-11 天 分 离 以 分 
化 成 淋巴 样 细胞 .在 这 个 阶段 的 HPC 可 以 通过 CD34 和 CD43 的 表达 来 鉴定 。 此 外 ,有 具有 淋巴 样 
细胞 潜能 的 HPC 可 以 以 在 第 11 天 下 降 的 低 水 平 表 达 CD144、DLL4、CD7 和 CD235 ,这 意味 着 在 存 
在 DLL4 时 引发 细胞 朝 辕 淋巴 样 分 化 需要 这 些 标记 的 某 个 闪 值 水 平 。 

[0171] 在 一 些 方面 ,在 分 化 过 程 的 第 7-11 天 如 第 7 天 ,第 8 天 ,第 9 天 ,第 10 天 或 第 11 天 分 离 
的 HPC 可 以 分 化 为 淋巴 样 细胞 如 T 和 NK 细胞 .在 某 些 方面 ,淋巴 样 祖 细胞 起 源 的 时 机 恰恰 与 
HPC 分 化 过 程 中 血管 内 皮 祖 细胞 的 减少 和 红 系 祖 细胞 的 出 现 相 一 致 ,在 特定 方面 ,第 9 天 HPC 
可 能 在 产生 T 细 胞 方面 具有 提高 的 效率 。 能 够 进行 淋巴 样 分 化 的 HPC 可 以 通过 某 些 标记 的 表 
达 来 分 离 和 /或 鉴定 ,例如 ,可 以 选择 表面 表达 CD34 和 /或 CD43 的 细胞 进行 淋巴 样 分 化 ,检测 
淋巴 样 祖 细胞 的 其 他 标记 包括 DLL4,CD144,CD31 , 0034 , 00431", 00451977, 00235 , 007 ,F1k-1, 
APNLR ,在 特定 方面 ,使 用 CD34/CD7 ,CD235/CD7 , DLLA/CD34 ,DLL4/CD31,DLL4/CD144, 或 
CD34/CD43" 双 阳性 群体 的 存在 来 鉴定 淋巴 样 祖 细 胞 .HPC 上 的 CD144 表 达 与 CD31、CD34 和 
DLL4 共 染色 .HPC 上 的 CD7 表 达 与 CD0235、CD34 和 CD43 共 染色 。 因 此 , 共 表 达 CD144 和 CD7 的 HPC 
展示 了 表达 膜 结合 缺口 配 体 DLL4) 以 及 血 内 皮 标 记 的 淋巴 样 潜力 捕获 前 体 ,并 且 产 生 了 能 
够 在 体外 产生 确定 性 造血 谱系 的 新 生 淋巴 样 祖 细 胞 的 表 型 标记 。 在 具体 的 方面 ,可 以 通过 
分 选 包括 CD31 ,CD34,CD144,CD43,CD45,CD6,CD335,Flk-1 和 DLL4 的 表面 标记 将 HPC 进 一 步 
分 选 成 具有 增强 的 淋巴 样 细 胞 潜力 的 细胞 ,在 一 些 方面 ,HPC 的 CD114/CD34,CD144/CD45， 
CD144/CD7 和 CD144/CD34/CD45/CD7 的 阴性 级 分 分 化 为 淋巴 样 细 胞 ,在 具体 方面 ,HPC 的 
CD144/CD7 阳 性 级 分 分 化 为 淋巴 样 细胞 。 

[0172] HPC 可 以 在 确定 的 无 饲养 细胞 条 件 下 培养 以 进行 淋巴 样 分 化 。 培 养 基 可 含有 一 种 
或 多 种 基质 组 分 ,如 RetroNectin, 纤 连 蛋 白 或 RGD 肽 .不 希望 受 任 何 理论 束缚 ,基质 组 分 可 
以 为 胚胎 干细胞 的 生长 提供 坚实 的 支持 。 在 某 些 实施 方案 中 ,可 将 基质 组 分 施加 到 培养 表 
面 并 在 将 细胞 接种 到 培养 基 中 之 前 与 培养 基 接 触 。 例 如 ,在 将 细胞 机 械 分 离 成 团 块 或 个 体 
化 细胞 并 诱导 分 化 为 造血 前 体 细胞 之 前 ,可 以 在 用 纤 连 蛋白 或 Matrigel" 包 被 的 平板 上 的 
确定 培养 基 (例如 TeSR 培 养 基 ) 中 培养 细胞 。 

[0173] “可 以 使 用 各 种 基质 组 分 来 培养 多 能 细胞 ,包括 胶原 蛋白 (例如 胶原 IV) , 层 粘连 蛋 
Û WEEK ,Matrigel“ ,明胶 , 聚 赖 氨 酸 ,血小板 反应 蛋白 (例如 TSP-1,-2,-3,-4 和 /或 -5) 
和 /或 ProNectin-F 在 某 些 实施 方案 中 , 由 于 可 能 对 细胞 存活 力 产 生 不 利 影响 ,可 以 避免 
与 先前 使 用 TeSR 培 养 的 细胞 一 起 仅 使 用 Matrigel7 胶原 蛋白 IV 或 层 粘 连 和 蛋白; 尽管 如 此 ， 
这 些 组 合 物 可 以 有 利 地 与 其 他 基质 组 分 组 合 使 用 .这些 基 质 组 分 的 组 合 可 以 为 促进 细胞 生 
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长 和 细胞 活力 提供 额外 的 益处 ,在 某 些 实施 方案 中 ,可 以 使 用 1、2、3、4、5、6 或 更 多 种 EX 
质 组 分 来 培养 细胞 ,例如 在 造血 分 化 之 前 。 

[0174] ”在 实施 例 4 中 公开 了 用 于 淋巴 样 分 化 的 示例 性 无 饲养 细胞 的 基质 。 在 具体 的 方面 ， 
可 以 用 DLL4:Fc 先 合 和 蛋白 和 RetroNectin CPEE K Hr B£CH-296; Takara Shuzo, Japan) 包 被 
非 组织 培 养 物 处 理 的 平板 ,用 于 HPC 的 淋巴 样 分 化 。 
[0175] 在 一 些 实施 方案 中 ,抗坏血酸 可 用 于 增强 淋巴 样 分 化 ,确定 的 培养 基 可 补充 有 约 
10uM 至 约 1mM 的 抗坏血酸 ,如 约 50uM 至 约 100uM, 如 约 95uM。 抗 坏 血 酸 可 以 选 自 各 种 抗坏血酸 
盐 , 例如 抗坏血酸 磷酸 镁 。 在 一 些 实施 方案 中 , 烟 酰 胶 (例如 烟 酸 ) 可 用 于 增强 淋巴 样 分 化 ， 
例如 浓度 为 约 0. lmM 至 约 5mM。 
[0176] ”在 一 些 方面 ,通过 施用 增加 受 试 者 中 Notch 配 体 产 生 的 物质 来 改变 Notch 配 体 的 内 
源 活 性 ,从 而 将 HPC 分 化 成 淋巴 样 细胞 ,例如 T 细 胞 。 该 方法 还 包括 在 培养 基 中 培养 细胞 ,其 
中 该 培养 基 包 含有 效 量 的 notch 配 体 和 一 种 或 多 种 选 自 IL-7,IL-15,SCF,Flt-3 和 TIL-3 的 细 
胞 因子 。 在 一 些 有 具体 的 实施 方案 中 ,培养 基 可 以 还 包含 ITL-6。 在 一 些 实施 方案 中 ,notch 配 体 
是 54notch 配 体 DLL4) ,例如 DLL4:Fc 髓 合体 。 

[0177] ”选择 促进 和 维持 T 细 胞 谱系 细胞 的 分 化 和 增殖 的 Notch 配 体 .Notch 配 体 可 以 来 源 
于 人 ,或 者 可 以 来 自 其 他 物种 ,包括 哺乳 动物 物种 ,例如 里 齿 动物 , 狗 , 猫 , 猪 ,绵羊 , 牛 , 山 羊 
和 灵 长 类 动物 ,Notch 配 体 的 具体 例子 包括 Delta 家 族 。Delta 家 族 包 括 Delta-1 (Genbank ê 
录 写 AF003522, 智 人 ) ,Delta-3 (Genbank ê 3k 5 AF084576 , 1 ZX BR) ,Delta 样 -1 (Genbank 登 
录 号 NM-005618 和 NP-005609 , 智 人 ;Genbank 登 录 号 X80903,I48324,M. 家 鼠 ) ,Delta 样 -3 
(Genbank ê 3t 5 NM-053666,N-446118, 39 ZX BR) ,Delta-4(Genbank 登 录 号 AF273454， 
BABI18580 ,小 家 鼠 ; Genbank FX 57 AF279305 , AAF81912, 1 A) ,和 Delta 样 -4 (Genbank 登 录 
号 Q9NR61 ,AAF76427 , AF253468, NM-019074 , 4% A ; GenbankX* نز‎ NM-019454 , N XR) o 
Notch 配 体 是 可 商 购 的 ,或 者 可 以 通过 重组 DNA 技 术 产 生 并 且 被 不 同 程度 地 纯化 。 

[0178] ”该 方法 还 包括 将 到 Cc 细胞 维持 在 上 述 培 养 物 中 足以 产生 分 化 的 NK 细胞 的 时 间 的 步 
又 ,在 一 些 实施 方案 中 ,分 化 的 氏 细 胞 与 7 细胞 一 起 出 现在 培养 物 中 ,但 是 Nk 细胞 可 能 在 第 6 
周 后 停止 增殖 ,一 般 而 言 ,确定 Nk 细胞 数量 和 /或 其 分 化 状态 的 增加 可 以 使 用 本 领域 普通 技 
术 人 员 已 知 的 常规 方法 进行 评估 。 例 如 ,可 以 通过 流 式 细胞 术 通 过 用 抗 CD056 和 抗 CD3 抗 体 染 
色 细 胞 来 监测 培养 的 细胞 的 下 细胞 发 育 .CD56 /CD3 的 细胞 将 指示 分 化 的 NK 细胞 。 

[0179] | C. SEFE T) A, 
[0180] (E HAREE LE FEA , PF EH EAH LAT ZE II] PSCFF E RS HPC LR BERE AH HU o 
B FE 4) Hors d n] UA Xe Jc LT Sx t FE B و م8‎ d Bg ENI EA 48 SCF , EPO, TPO, RE كي‎ Hi 
SER Ek AL n] BIRA F/R FERE A o BEET] EA e R AHAA , E ê AHA, ê h PEE ANA, 
单 核 细胞 , FE al E Tr ,ار( للك‎ FÊ حك‎ THESE AHF , FEX الك‎ DeL UL Ekê P TAE AH HU o ZEEE XE J7 E, BERÊ 
اراتك‎ Xe AE RE WIN, ERAR TEARS. T RAPER SETTE RNY BE E Rk e 
[0181] 在 一 个 示例 性 方法 中 ,将 HPC 在 低 附 着 板 中 转移 到 含有 SFEM(Stem Cell 
Technologies) ,肝素 (例如 1 至 10U/nL ,诸如 5U/mL , Sigma) , TPO (例如 ,50-150ng/mL, 诸 如 
100ng/mL) ,人 重组 SCF (例如 50-150ngymL ,诸如 100ng/mL) ,FLT3L (例如 50-150ng/mL ,诸如 
100ng/mL) , IL-3 (例如 1 至 20ng/mL,; 诸 如 10ng/mL) 和 IL-6 (例如 1 至 20ng/mL, 诸 如 10ng/mlL) 
的 培养 基 。 大 约 5-15 天 后 ,例如 8 天 , 髓 样 细 胞 在 含有 GM-CSF (例如 25-150ng/mL, 如 100ng/ 
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mL) 的 SFEM 培 养 基 中 扩 增 。 最 后 ,将 细胞 在 含有 SFEM (Stem Cell Technologies) ,Excyte (l 
如 ,0.1%-2% ,如 1%) ,GM-CSF (25-150ng/mL ,诸如 100ng/mL) , IL-4 (102230ng/mL ,诸如 
20ng/mL) 和 TNFa (0.5*85ng/mL ,诸如 2.5ng/mD) 的 培养 基 中 再 培养 1-2 周 以 产生 树 突 细胞 。 
可 以 通过 表达 选 自 CD2091 ,CDla ,HLA-DR , 0211 CD14 , CD83 和 CD86 的 一 种 或 多 种 标记 
来 表征 树 突 细胞 ,这 些 标记 主要 染色 髓 样 DC 而 不 是 浆 细 胞 样 DC (CD123 。 瑞 氏 染 色 可 以 在 
细胞 离心 涂 片 样品 上 进行 ,以 确认 树 突 状 细胞 的 典型 形态 。 

[0182] “D. 细 胞 培养 

[0183] ”在 某 些 实施 方案 中 ,可 使 用 基本 上 低 氧 的 条 件 来 促进 耻 C 分 化 成 髓 样 或 淋巴 样 谱 
系 。 在 菜 些 实施 方案 中 ,小 于 约 20% ,小 于 约 19% ,小 于 约 18% ,小 于 约 17% ,小 于 约 16% ,小 
于 约 15% ,小 于 约 14% ,小 于 约 13% ,小 于 约 12% ,小 于 约 11% ,小 于 约 10% ,小 于 约 9% ,小 
于 约 8% , "NT 29796 ,小 于 约 6% ,小 于 约 5% , 约 5%, 约 4%, 约 3%, 约 2% 或 约 1% 的 大 气 氧 
含量 可 用 于 促进 分 化 成 造血 前 体 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 , 低 氧 环境 包含 约 5% 的 氧气 。 
[0184] ”如 本 文 所 述 , 一 种 或 多 种 确定 的 培养 基 可 有 利 地 用 于 促进 HPC 分 化 成 髓 样 和 淋巴 
样 谱系 ;特别 是 消除 诸如 血清 和 小 鼠 饲 养 层 的 动物 产品 可 以 降低 与 将 细胞 暴露 于 动物 产品 
相关 的 风险 ,并 且 人 允许 产生 可 以 更 安全 地 施用 于 人 受 试 者 的 细胞 .由 于 传统 干细胞 培养 的 
发 展 依赖 于 血清 产品 和 小 鼠 饲养 层 来 将 干细胞 分 化 成 多 种 细胞 类 型 ,这 些 传 统 方法 具有 受 
限 的 可 以 进行 分 化 的 规模 ,增加 的 生物 变异 性 和 潜在 的 污染 ,和 严重 阻碍 的 ES 细胞 在 转化 
疗法 中 的 使 用 ,否则 它们 在 其 中 可 能 证 明 是 有 用 的 。 
[0185] ”通常 ,将 本 公开 内 容 的 细胞 在 培养 基 中 培养 ,所 述 培养 基 是 能 够 维持 细胞 生长 的 
富 含 营养 物 的 缓冲 溶液 .根据 本 文 所 述 的 方法 ,适合 于 将 多 能 干细胞 分 离 , 扩 增 和 分 化 成 造 
前 体 细 胞 和 造血 细胞 的 培养 基 包 括 但 不 限于 高 和 葡萄糖 Dupelcco 改 良 Eagle 培 养 基 
(DMEM) , DMEM/F-15,RPMI 1640,TIscove 改 良 Dubelcco 培 养 基 (IMDM 和 0pti-MEM SFM 
(Invitrogen Inc.) .包含 补充 有 人 血清 白 蛋 白 `、 人 ExCyte 脂 蛋白 、 转 铁 和 蛋白 、 胰 岛 素 、 维 生 
索 、 必 需 和 非 必需 氨基 酸 、 丙 酮 酸 钠 、 谷 氨 酰 胺 和 促 细 胞 分 裂 剂 的 最 小 基本 培养 基 , 例 如 
Iscove 改 良 Dulbecco 培 养 基 (IMDM 的 化 学 成 分 确定 的 培养 基 也 是 合适 的 。 如 本 文 所 用 , 促 
细胞 分 裂 剂 是 指 刺激 细胞 分 裂 的 试剂 ,试剂 可 以 是 化 学 物质 ,通常 是 某 种 形式 的 蛋白 质 , 它 
刺激 细胞 开始 细胞 分 裂 , 从 而 触发 有 丝 分 裂 。 在 一 个 实施 方案 中 , 如 美国 系列 号 08/464,599 
和 和 W096/39487 中 所 述 的 无 血清 培养 基 和 如 美国 专利 号 5,486,359 中 所 述 的 “完全 培养 基 ”" 预 
期 与 本 文 所 述 的 方法 一 起 使 用 。 在 一些 实施 方案 中 ,培养 基 补 充 有 补充 有 肝素 (2U/ml) 的 
10% 胎 牛 血清 (FBS) ,人 上 自体 血清 ,人 AB 血 清 或 语 含 血小板 的 血浆 。 

[0186] ”可 通过 在 增加 足以 促进 细胞 分 化 成 髓 样 或 淋巴 样 谱系 的 因子 的 细胞 内 水 平 的 条 
件 下 ,在 培养 基 中 培养 多 能 干细胞 或 造血 前 体 细胞 来 产生 免疫 细胞 .培养 基 还 可 以 含有 一 
种 或 多 种 造血 细胞 分 化 和 成 熟 剂 ,如 各 种 生长 因子 .这 些 试剂 可 以 帮助 诱导 细胞 表现 更 成 
熟 的 表 型 -或 优先 促进 成 熟 细 胞 的 存活 -或 者 具有 这 两 种 效应 的 组 合 。 分 化 和 成 熟 剂 可 以 包 
括 能 够 促进 造血 细胞 谱系 细胞 生长 的 可 溶性 生长 因子 ( 肽 激素 ,细胞 因子 , 配 体 - 受 体 复合 
物 和 其 他 化 合 物 ) 。 这 些 试剂 的 非 限制 性 实例 包括 但 不 限于 造血 或 内 皮 生 长 因子 如 成 纤维 
细胞 生长 因子 (FCF) ,血管 内 皮 生 长 因子 (VEGF) ,干细胞 因子 (SCP) ,血小板 生成 素 (TPO) ， 
FLT-3 (FLT3L) ,白细胞 介 素 -3 (IL-3) ,白细胞 介 素 -6 (IL-6) ,白细胞 介 素 -9 (IL-9) 或 粒 细胞 
集落 刺激 因子 (67 CSP) 或 其 同 种 型 或 变 体 。 
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[0187] IV. 免 疫 细 胞 的 用 途 

[0188] ”由 某 些 方面 的 方法 和 组 合 物 提供 的 免疫 细胞 可 用 于 各 种 应 用 。 这 些 包括 但 不 限于 
体内 移植 或 植 入 细胞 ;筛选 细胞 毒性 化 合 物 ,致癌 物 , 诱 变 剂 生长 /调节 因子 ,药物 化 合 物 
等 ; 闭 明 血液 病 和 损伤 的 机 制 ;研究 药物 和 /或 生长 因子 的 作用 机 制 ;诊断 和 监测 患者 的 癌 


症 ; 基 因 治 疗 ; 和 生物 活性 产品 的 产生 , 仅 举 几 例 。 


[0189] A. YAL A Pi E 


定 筛选 应 用 涉及 药物 研究 中 的 药物 化 合 物 的 测试 。 读 者 通常 参考 


[0190] 本 公 开 内 容 的 免疫 细胞 可 用 于 筛选 影响 本 文 提 供 的 淋巴 样 细胞 的 特征 的 因子 ( 诸 
如 溶剂 ,小 分 子 药物 , 肽 和 多 核 莹 酸 ) 或 环境 条 件 诸如 培养 条 件 或 操作 ) 。 
[0191] ”本 公开 内 容 的 特 


标准 教科 书 “In vitro Methods in Pharmaceutical Research" ,Academic Press,1997, 


o TE EE Jy T , ERE A E AAR E FÉ E TE s A 12] fi 3 RU E TE UU FE 


和 美国 专利 号 5,030 ,015 


中 起 到 测试 细胞 的 作用 ,如 之 前 在 短期 培养 中 对 造血 细胞 和 前 体 进行 的 那样 ,候选 药物 化 


合 物 活性 的 评估 通常 涉及 将 某 些 方面 提供 的 造血 细胞 或 前 体 与 候选 化 合 物 组 合 , 确定 归 因 


学 ,标记 表 型 或 代谢 活性 的 任何 变化 (与 未 处 理 的 细胞 或 用 惰性 


,然后 将 化 合 物 的 作用 与 观察 到 的 变化 相关 联 。 可 以 进行 筛选 , 因 


细胞 或 前 体 具 有 药理 学 作用 ,或 者 因为 设计 为 具有 其 他 效应 的 化 


合 物 可 能 对 造血 细胞 或 前 体 具 有意 想 不 到 的 作用 。 两 种 或 两 种 以 上 的 药物 可 联合 使 用 CE 


于 该 化 合 物 的 细胞 的 形态 
化 合 物 处 理 的 细胞 相 比 ) 
为 化 合 物 被 设计 为 对 造 


过 与 细胞 同时 或 顺序 联合 ) 来 检测 可 能 的 药物 -药物 相互 作用 效应 。 


起 的 造血 细胞 缺陷 。 


[0192] ”B. 造 血细胞 治疗 
[0193] ”本 公开 内 容 还 提供 了 将 本 文 提供 的 免疫 细胞 用 于 恢复 可 能 由 于 血液 疾病 或 病症 
或 损伤 而 需要 这 种 治疗 的 受 试 者 的 功能 程度 。 例 如 ,通过 本 文公 开 的 方法 衍生 的 免疫 细胞 
可 用 于 治疗 血液 学 疾病 和 病症 ,例如 血红 蛋白 病 , 贫 血 症 等 .此 类 细胞 可 用 于 治疗 由 细胞 抑 


制 疗法 (例如 化 学 疗法 ) FA 


[0194] ”为 了 确定 本 文 提 供 的 细胞 对 治疗 应 用 的 适用 性 ,可 以 首先 在 合适 的 动物 模型 中 测 
试 细胞 ,在 一 个 水 平 上 ,评估 细胞 在 体内 存活 和 维持 其 表 型 的 能 力 , 将 本 文 提供 的 细胞 在 适 
T 3E HOUSSE pr EE (WI NTE FE PF ,脾脏 中 , 肝 小 叶 中 或 骨 散 中 ) 施用 于 免疫 缺陷 动物 ( 例 
如 N06G 小 鼠 或 化 学 地 或 通过 辐射 致 免疫 缺陷 的 动物 ) ,在 几 天 到 几 周 或 更 长 时 间 后 收获 组 


织 ,并 评估 起 始 细 胞 类 型 如 红细胞 是 否 仍 然 存 在 ,这 可 以 通过 向 被 施用 细胞 提供 可 检测 标 


记 (例如 绿色 英 光 和 蛋白 或 B- 半 乳糖 甘 酶 ) 来 进行 ;或 者 通过 测量 对 施用 的 人 细胞 具有 特异 性 
的 组 成 型 标记 。 当 在 哮 齿 动物 模型 中 测试 本 文 提供 的 细胞 时 ,可 以 通过 使 用 人 特异 性 抗体 
的 免疫 组 织 化 学 或 ELISA 或 通过 使 用 引起 特异 于 人 多 核 音 酸 序列 的 扩 增 的 引物 和 杂交 条 件 


的 RT-PCR 分 析 来 评估 施用 的 细胞 的 存在 和 表 型 ,在 本 公开 内 容 的 其 他 地 方 提供 了 用 于 评估 


mRNA 或 蛋白 质 水 平 上 的 基因 表达 的 合适 标记 。 


8 


PERAE LED B R AY KT / B2 k BE 759 ل‎ BR, n] ÊÊ 


[0195] “通过 本 公开 内 容 的 方法 提供 的 免疫 细胞 可 以 在 各 种 动物 模型 中 测试 其 治疗 血液 


病症 和 损伤 的 能 力 。 例 如 ， 


是 用 于 测试 本 文公 开 的 髓 样 和 淋巴 样 细胞 的 特别 有 用 的 动物 模型 。 
[0196] ”在 本 公开 内 容 的 某 些 方面 中 提供 的 在 动物 模型 中 表现 出 期 望 的 功能 特征 或 功效 


的 免疫 细胞 也 可 适 于 直接 施用 于 有 需要 的 人 受 试 者 ,出 于 止血 的 目的 ,细胞 可 以 在 任何 有 


足够 通路 进入 循环 的 部 位 给 药 . 造 血细胞 或 其 前 体 也 可 以 在 损伤 或 疾病 部 位 递送 。 
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的 细胞 可 用 于 治疗 有 此 需要 的 任何 受 试 者 ,可 能 适 
细胞 数量 减少 为 
球 减 少 症 , 粒 细胞 缺乏 症 , 格 兰 士 曼 
Jr ,剂量 通常 在 约 10" 
整 受 试 者 的 体重 , 疾 


特征 的 疾 


终 责 


任 


UE SU EX ES 


应 , 任 选 冷冻 以 促进 运输 或 储存 。 

上 造 、 分 配 或 使 用 过 程 中 的 任何 时 间 存 
在 的 细胞 集合 或 组 合 。 细 胞 集合 包括 本 公开 内 容 中 描述 的 两 种 或 更 多 种 细胞 群体 的 任何 组 
严 型 ) ,与 未 分 化 的 干细胞 组 


E 


kK كك‎ EKS 
有 商业 关系 的 相同 


ES 
HJ 


白 病 , 以 及 以 造 ! 


说 BJ B 


AE 


陷 综 合 征 ) .对 于 人 治疗 
四 胞 之 间 ,从 而 ? 
有 定 治疗 模式 和 适当 剂量 的 最 


本 公开 内 容 的 免疫 细胞 通常 以 在 等 


谱系 细胞 ,其 前 体 和 3 
MAUKE ,该 集合 中 的 细胞 群体 有 了 时 内 
因 组 或 其 遗传 修饰 形式 。 每 个 细胞 类 型 可 以 在 相同 或 不 同 的 时 间 、 在 共 


和 1 
EE FEET E , 嗜 中 性 和 白 1 
小 板 减 少 症 和 获得 性 免疫 缺 


IBEJI ot 


或 在 不 同 地 点 包 闭 在 一 起 ,或 包装 在 不 同 容器 中 。 


包括 以 下 实施 例 以 说 明 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,本 领域 技术 人 员 应 该 理解 ,在 下 
面 的 实施 例 中 公开 的 技术 代表 发 明 人 发 现 的 在 本 发 明 的 实践 中 发 挥 良好 作用 的 技术 ,并且 
因此 可 以 认为 构成 其 实践 的 优选 模式 。 然 而 ,根据 本 公开 内 容 ,本 领域 技术 人 员 应 该 理解 ， 
可 以 在 所 公开 的 具体 实施 方式 中 做 出 许多 改变 
离 本 发 明 的 精神 和 范 
实施 例 1- 产 生 T 细 胞 衍生 的 PSC (Ti PSO) 
为 了 产生 iPS 细 胞 , 从] 


Pa 
fr] 


重 编程 为 PSC。 


单 核 细 胞 (PBMC) 在 具有 300IU/ml rhIL2 (Peprotech) 和 10ng/ml 可 溶性 抗 


基 +pen/strep/ 谷 


央 备 的 AIM-V 培 


.激活 几 天 后 ,通过 CEDEX 细 胞 计数 验证 
i 程 因子 转 导 。 


,并 且 仍 然 获得 相似 或 类 似 的 结果 ,而 不 


半 品 分 离 T 细 胞 ,激活 ,并 以 逆转 录 病 毒 


抗 CD28 抗 体 的 新 各 


在 约 5X 1075 xX 10192 


的 的 分 配 
` 分 配 和 使 用 的 目 
养 基 中 的 细胞 培养 物 或 悬浮 液 的 形式 人 
了 不 同 的 试剂 系统 ,其 包含 在 上 


的 ， 


i 程 衍生 的 细胞 GEI 
细胞 或 其 他 分 化 


基 ) (Invitrogen) 中 扩 增 
细胞 的 ?细胞 表 型 ,然后 用 重 旨 
如 前 所 述 构 建 道 转录 病毒 载体 Nanog RFP,Lin28 RFP,0ct4 eGFP 和 Sox2 eGFP E 


本 公开 内 容 的 茶 些 方面 中 提供 
合 于 这 种 治疗 的 人 疾病 包括 各 种 贫 ] 
病 (例如 肯 样 增生 异常 综合 征 ， 


I 下 在 相同 工 / 


围 。 


Hit 


eBiosciences) 和 


iha 


AC 


ZN 


Eo ATEK 


酰胺 (ATV-V/ps/s/gti 
指数 生长 ,在 培养 3 天 后 , 测 
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[0197] 


小 板 无 力 症 ， 


EK 


至 10 个 细胞 之 间 ,并 且 通 党 
性 质 和 严重 程度 ,以 及 施用 的 细胞 的 复 第 
在 于 管理 临床 医师 。 

C. 商 业 、 治 疗 和 研究 目 


病 的 


[0198] 


[099] ”为 了 种 


G 


[0200] 本文 还 提 


合 , 例 如 但 不 限于 


实体 或 不 同 实 体 的 控 和 


V .实施 例 
[0201] 


[0202] 
[0203] 
首先 ,将 外 周 ] 
CD3 抗 体 (OKT3 YE ER , 


E 


[0204] 


见 美国 申请 号 61/088,054, 通 过 引用 并 入 本 文 ) .逆转 录 病 毒 载体 c-Myc RFP.KIf4 RFP, 


清和 10ng/mL IL-2 的 


#2% MABI 


包含 含 


Oct4 eGFP 和 Sox2 eGFP 类 似 地 构建 。 
将 CD3- 和 CD28- 活 化 的 外 周 单 核 细胞 在 


[0205] 


AIM-Y 培 养 基 的 T 细 胞 培养 基 中 培养 .在 第 6 天 ,使 用 Amaxa U-014 程 序 (1-5x10 个 细胞 / 转 


i 程 因子 转 染 T 细 胞 .直到 转 染 后 第 25 天 ,将 


通过 电 穿 孔 用 6 种 重 


ARD 


Zt.Amaxa T 细 胞 转 染 


细胞 在 每 孔 转 染 一 次 的 情况 下 在 6 孔 板 的 retronectin (0.3ug/cm -和 玻 连 蛋白 (0. 2ug/ 
cm) 包 被 的 孔 中 培养 ， 人 PSC 培 养 基 。 
[0206] ”活化 和 扩 增 的 T 细 胞 显示 出 特征 性 的 细胞 形态 和 聚集 行为 . 道 转录 病毒 转 导 效率 


过 程 中 转基因 被 沉默‏ سم 
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的 检测 通 
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REKE 


m EEA EP 21] [1 RIFE REE 6 
i 程 效率 .从 此 刻 开 始 ,克隆 集 
一 次 ,然后 扩 增 以 产生 TiPSC 细 胞 系 。 


ITER IPSC RD 进行 用 于 产生 
1) ,首先 ,在 Essential 8(E8) 培养 基 中 的 Matrigel 或 玻 连 和 蛋 


白 - 涂 


定 的 ijPS 细 胞 集落 在 第 23 天 开始 出 现 。GFP 和 RFP 沉 
显微镜 检查 证 实 ,并 且 使 用 移 液 管 尖 ? 
孔 板 中 。 考 虑 到 输入 平板 细胞 的 数量 ,计数 集落 数 以 估计 重 乡 
落 每 天 喂养 并 手动 再 传代 
实施 例 2-TiPSC 分 化 成 造 ] 
对 包括 实施 例 1 的 TiPSC 的 各 种 游离 型 和 病毒 重 


Ne 


说 BB GB 


明 tf 


前 体 细胞 (HPO 


108350429 A 
并 显示 hES 细 胞 表 型 。 


Q 


[0207] 
[0208] 


HPC 的 3D 分 化 方案 (& 


布 的 超 低 附 着 (ULA) 平板 上 ,在 无 饲养 细胞 条 件 下 将 iPSC 适 应 低 氧 条 件 5-10 次 传代 。 在 补充 


基 存 在 下 ,从 亚 汇 合 iPSC 以 0.25-0.5 百 万 个 
| 备 聚 集体 ,该 过 程 在 含有 75% IMDM (Invitrogen 12200-069) (GRA 


Um 


XE (SFD) fi 


EIU 


zh 


有 5bM blebbistatinB 31 


细胞 /ml 的 密度 种 


和 25mM HEPES+P/S) .25%Hams F12 (Mediatech 10-080-CV) .0.5%N2 补 充 物 (Invitrogen 


Eng19sB2 T3789 (Invitrogen 12587-010) .0.0596 BSA.50ug/ml Jt 
基础 培养 基 中 的 超 低 附 着 CULA) 平板 或 为 
通过 在 前 4 天 用 50ng/ml 的 BMP-4、VEGF 和 FGF2 补 充 SFD 


这 转 瓶 中 进行 。 
基础 培养 


基 来 


17502-048) JG LE 


77114 . 5 xX 10 MRE H yK SFD? 


坏 1 
[0209] 


HEBER, 


启动 分 化 ,在 分 化 EB 的 第 五 天 ,将 培养 物 置 于 各 50ng/ml 的 F1t-3 配 体 、IL3、IL6、SCF 和 TPO 以 
及 5000 单 位 的 肝素 的 存在 下 ,在 分 化 过 程 中 ,每 2 天 向 EB 培养 物 补 充 一 半 体 积 的 含有 细胞 因 


条 件 下 分 化 的 第 12-16 天 。 在 分 化 过 程 后 收获 细胞 ,并 通过 流 
性 能 力 。 收 获 细 胞 并 通过 流 式 细胞 术 定 量 
重 过 以 每 个 输入 数量 的 iPS 细 胞 产生 的 HPC 的 绝对 数 


رط 
量 来‏ 


重 编程 的 源 


祖 细 胞 在 
T 细胞 
T 细胞 
LCL 
LCL 
祖 细 胞 血 
祖 细 胞 血 
祖 细胞 血 
祖 细胞 血 
祖 细 胞 血 


直至 低 氧 


1B) o 


10 。 


重 编程 方法 


游离 型 
Ad 
病毒 
游离 型 
游离 型 
游离 型 
游离 弄 
游离 型 
游离 型 
游离 型 


32 


' 并 使 用 CFU 测 定 评 佑 功能 
CD43/CD34 细 胞 的 百分比 (E 
计算 该 过 程 的 效率 (图 
表 1: 使 用 多 个 iPSC 细 胞 系 的 过 程 验证 


子 的 新 鲜 分 化 培养 基 
式 细胞 术 评 佑 表 型 


[0210] 
[0211] 


细胞 系 


01501.102 
TiPSCs1IE 
1.025T 

2.022B 

2.0224B 
01279.107.3902 
01279.107.3908 
01279.107.3904 
01279 

01629 
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B 


-um 细胞 过 滤器 。 


H 


8/0358 AIFF Fl oe JG YR BEAR IE HR 


t 涤 一次 ,使 用 TrypLE" 或 0.5% 胰 和 蛋 


Bg B 


E 涤 并 通过 70 


说 


对 于 流 式 细胞 术 分 析 , 收 集 细胞 并 用 培养 基 冰 
白 酶 在 37'C 培 养 箱 中 消化 细胞 沉淀 5-10 分 钟 ,然后 用 培养 基 光 
将 细胞 重 悬 于 含有 FACS 缓 冲 液 的 PBS-FBS 中 ,计数 以 估计 
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[0212] 


克隆 抗体 染色 : 抗 人 CD43 (0610) , 抗 人 CD31 WM-59) , 抗 人 CD41 (HIPS) ; 抗 人 CD45 (H130) ; 抗 
人 CD34 (581.8612) (BD Biosciences San Jose,CA ;和 抗 人 CD235。 用 7- 氨 基 放 线 菌 素 D (7- 


E 活 细胞 。 活 细胞 分 析 在 FACSCalibur"" 或 Accuri 流 式 细胞 仪 和 


和 蛋白酶/ 


H 


BÎK (50 , 000-300 ,000 个 细胞 /mL) ， 
并 使 用 包含 50ng/mL 干 细胞 因子 (SCD 、3U/mL 促 红细胞 生成 素 (EPO) .10ngymL 粒 细胞 - 巨 鸣 


E, اك‎ 


HITE 


祖 细胞 的 测定 (CFU I FE) ,使 用 TryplE 或 0.5% 用 


AAD,BD Biosciences) 排除 了 


Cell Quest 软 件 上 进行 。 


对 于 克隆 形成 性 造 : 


]0213[ 


1 ور اتا انط‎ BF لل‎ HB zs FF YF o FE UR 


细胞 集落 刺激 因子 (GM-CSF) الك كامتسرعم10.‎ [18-3 (1L73) 的 人 甲 基 纤 维系 完全 培养 基 (R& 


CFC。14 天 后 ,根据 集落 形态 对 集落 进行 


i 程 衍生 的 


祖 细 胞 .在 Essential 8 (ES) 培养 基 中 ,将 1C 细 胞 在 无 饲养 细胞 条 
-或 玻 连 蛋白 - 涂 布 的 6 孔 板 上 。 在 补充 有 50ng/ml FGF2.50ng/ml 
IR) FIOM blebbistatin ضرع الا[)‎ -1 11 
仅 包 含 E8 培 养 基 的 8 种 组 分 中 的 3 种 :DMEM/XF12 基 础 培养 基 , 抗 坏 
SW) 中 以 0.5-1 百 万 个 细胞 /ml 的 密度 从 ， 
| ff E EW o TE FPR F f EB 15rpn (包括 所 有 随后 的 培养 步 又 ) 连续 搅拌 下 ,在 超 低 F 
LA) 烧瓶 中 培养 24 小 时 期 间 进行 聚集 体形 成 。 

将 形成 的 细胞 聚集 体 ( 即 胚 状 体 -EB) 进一步 转移 至 补充 有 造 1 
子 -25ng/ml BMP4、50mg/ml VEGF 和 50ng/ml FGF2 的 无 ] 
Hams F112 培养 基 ,100ng/ml 聚 乙烯 醇 ,100ng/ml 重 组 人 I] 


RU) 的 


J 


中 胚层 诱导 细胞 因 
清 分 化 培养 基 (50% IMDM, 5096 


基 酸 补充 剂 
8 êê , 0 . 25 


HA 


A. 


,将 细胞 聚集 体 进一步 转移 到 补 序 有 造 


IL-3 和 25ng/ml 


A fJ 1CAN (<80 % 


82 


胞 (HPO 的 分 化 


rj 


THÉESB.Ixi 


y 
3 


其 。 


由 在 T/NK 分 化 培养 板 


T 和 NK 细胞 分 


pa 


E 
Fi 
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室 中 测定 造 
和 板 细胞 的 集落 进行 
实施 例 3- 修 饰 的 ijPSC 回 造 
通过 聚集 悬浮 (OD) 培养 将 1C T 细 胞 衍生 的 iPSC OE KL Ui FE SRR us HE 
TiPSC) 分 化 成 CD34 1 
件 下 维持 在 Matrigel' 
VEGF.2uM CHIR99021 (GSK-3 抑 
Essential 3 (BE3) 培 养 基 ( 
A ERN 


er ES 


wE 


前 体 细 


PT 


定 的 脂 质 补 充 剂 (Invitrogen) ,125uM 抗 坏 ] 
£ , 痕 量 元 素 补 充 剂 A (0. 3x) ,B )0 . 20 FIC (0.1 (Corning) ,5mM 氧 化 钠 ,100DM 单 硫 代 
醇 胺 ,100ng/ml 肝 素 和 10ng/ml IGF1) 。 培 养 持续 4 天 ,第 二 天 完全 更 换 培 养 
CD34 祖 细胞 的 分 化 和 扩 了 
ng/ml SCF.20mg/ml TPO.10ng/ml FLT3L.20ng/ml 

清 分 化 培养 基 (如 上 所 述 ) ARR RAR, BOREALE 
在 分 化 过 程 的 第 7-9 天 期 间 收 获 培养 物 。 通 过 在 37 人 在 Accutase (或 Accumax) 溶液 
单 细胞 悬浮 液 ,细胞 在 MACS 缓 冲 液 (例如 含有 5mg/ml 
EIR ,通过 70nM 细 胞 过 滤器 过 滤 并 在 4C 用 直接 CD34 顺 磁性 微 珠 
lÊ Miltenyi Biotec) 的 建议 ,使 用 MS 或 LS 磁性 


得 


可 


Æ 
w] 


Vf 


四 


0.1x 化 学 确 


D Systems,Minneapolis,MN) 在 二 
评分 ,并 对 每 10? 个 钊 


[0214] 
[0215] 


R2- 


Di 


# (U 
[0216] 


为 了 文 持 造 | 
支持 性 细胞 因子 -50 


(Invitrogen), 


M 亚 油 
Hit.200Mz, 
[0217] 


BMP4 的 无 1 
[0218] 


中 消化 分 化 细胞 聚集 物 15-20 分 钟 获 
BSA 和 lmM EDTA 的 PBS) 中 六 
(Miltenyi Biotec) 标记 30 分 钟 。 根 据 1 
柱 、 合 适 的 磁体 和 标准 分 离 程序 分 离 CD34 细胞 .将 分 离 的 CD34 细胞 


上 ,或 在 分 离 后 1 小 时 内 冷冻 保存 以 备 后 用 。 


分 化 


实施 例 3 的 HPC 的 淋巴 样 分 化 参数 ,使 细胞 


B 


c 


HAE 


实施 例 2 和 


实施 例 4-HPC 的 淋巴 


[0219] 


[0220 XTE 
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化 的 培养 条 件 。 首 先 ,在 基质 依赖 性 方案 中 测试 了 几 种 变 体 的 T 细 胞 分 化 。 对 来 自 不 同 细 胞 
系 的 第 12 天 的 HPC 测 试 基质 细胞 系 (包括 0P9 骨 上 艇 基质 细胞 和 WMS5 鼠 骨髓 基质 细胞 ) 的 T 细 胞 
潜能 ,将 细胞 在 具有 20%FBS,10ng/mL SCF,5ng/mL Flt-3 和 5ng/mL IL-7 的 aMEM 培 养 基 中 
培养 ,细胞 每 周三 次 更 换 一 半 的 培养 基 。 就 1 细胞 存在 进行 的 细胞 分 析 表 明细 胞 具有 产生 髓 
样 细胞 的 倾向 ,并 且 不 能 检测 到 CD3 细胞 的 存在 .此 外 ,基质 共 培 养 物 在 低 氧 条 件 下 表现 不 
佳 。 

[0221] ” 表 2: 用 于 淋巴 样 分 化 的 基质 的 选择 。 铺 在 Retronectin-DLL4 上 的 细胞 揭示 了 T 前 
体 细胞 (CD5 /CDT 的 存在 。 

[0222] 


用 T TAI fL 的 基质 % CD5 % CDT %  CD5/CD7 


WERA 


[0223] Ko: KAAT TA E RAIE F AA FT TANNE. 


[0224] 

AFT 细胞 |CD3 |CD4 |CDS | CD3/CD4 | CD3/CD4 | 4708 | CD56/CD3- 
AV EUR (NK 细胞 】 
RA 7% 11.495 | 499 | 2.694 294 5.6% 2894 
EFA 0.2 57% 47% | 0 0 0 6% 


[0225] ”因此 ,开发 了 无 饲养 细胞 的 ?细胞 分 化 方案 ,将 HPC 以 约 5,000 至 约 25,000 个 细胞 / 
cm 的 细胞 密度 接种 于 以 0.5ng/cm: 履 盖 有 Retronectin 和 Notch DLL4 的 未 处 理 的 组 织 培养 
B E HCE EAI 96Glutamax. 1% FA z& E z& IDM LRR (WAKO0 实 验 室 ) 以 及 
50ng/mL IL-7.SCF.F1t-34ITPO (Peprotech) 的 StemSpan 无 血清 扩 增 培养 基 II (SFEM; 
StemCell Technologies) 中 培养 。 每 48 小 时 补充 培养 基 ,并 在 2 周 时 将 细胞 分 配 到 新 的 配 体 
包 被 的 平板 .另外 ,在 2 和 3 周 之 间 ,通过 细胞 表面 标记 CD5 和 CD7 分 析 细 胞 中 T 前 体 细胞 的 存 
在 。 在 4 周 时 ,通过 细胞 表面 标记 CD3,CD4 和 CD8 分 析 细 胞 中 T 细 胞 的 存在 。 在 6-8 周 时 ,使 用 细 
胞 表面 标记 CD4,CD8,CDp3,CD94 和 CD56 分 析 细 胞 中 T 和 NK 细胞 的 存在 。 

[0226] ”测试 其 对 T 细 胞 分 化 的 影响 的 参数 之 一 是 培养 板 上 基质 涂 层 的 选择 .通过 使 用 与 
otch DLL4 的 各 种 基质 组 合 使 用 膀 带 血细胞 分 析 在 在 铺 板 后 3 周 无 血清 条 件 下 T 前 体 细 胞 
的 出 现 来 进行 比较 。 结 果 显 示 , 与 玻 连 和 蛋白 或 妥 生 蛋白 的 组 合 相 比 ,retronectin 与 DLL4 的 
组 合 在 分 化 脐带 血细胞 至 T 前 体 细 胞 方面 更 有 效 ( 表 2) 。 

[0227] 今 人 惊讶 的 是 ,发 现 低 氧 条 件 增强 了 无 饲养 细胞 的 ?细胞 分 化 。 具 体 而 言 ,观察 到 
与 常 氧 条 件 下 分 化 的 细胞 相 比 , 低 氧 导致 C08 阳 性 细胞 百分比 增加 和 CD4 阳 性 细胞 百分比 降 
IR G3) 。 

[0228] ”通过 在 实施 例 2 中 描述 的 HPC 分 化 的 第 5 天 ,第 7 天 ,第 9 天 和 第 11 天 收获 各 种 细胞 系 
来 分 析 将 1 细胞 衍生 的 iPSC 分 化 成 淋巴 样 谱系 的 效率 。 将 HPC 细 胞 解冻 并 涂 布 在 
Retronectin 和 DLL4 包 被 的 平板 上 。 每 2 天 给 细胞 更 换 新 鲜 培养 基 , 并 在 HPC 细 胞 解冻 后 分 析 


Z 
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2 周 时 的 T 前 体 细胞 标记 ,4 周 时 的 ?细胞 标记 和 6 周 时 的 T 和 NK 细胞 标记 。 针 对 CD7 , CD8 , CD56 
, 005 (图 3B) 和 CD56 ,CD8,CD3 (图 
和 KZT 细 胞 的 存在 .观察 到 TiPSC 和 游离 型 重 
图 3A) 。 

定 表面 标记 可 用 于 二 


色 用 于 检测 T、NK 
曾 加 的 淋巴 


分 化 的 效率 ,对 TiPSCs1E 细 胞 系 和 游离 型 
3902 细 胞 系 执行 CD43/CD34、CD34、DLL4、CD31/CD144 和 CD235 的 分 析 (图 
和 5CD235 的 水 平 在 分 化 的 第 11 天 下 降 ,而 CD34 表 达 降 低 并 且 CD43 表 达 随 着 
加 ,由 于 在 分 化 的 第 11 天 没有 淋巴 档 
在 存在 DLL4 时 引发 细胞 向 淋巴 相 


.发 现 DLL4 的 表达 
1 FT 
E RIL RAO AE BEK FAT 


分 化 的 


3C) 的 表面 表达 对 细胞 染 
9 程 的 3908 细 胞 在 第 7-11 天 具有 


Bg B 


曾 加 淋巴 样 


细胞 ,这 意味 着 这 
半分 化 是 必需 的 。 
EF 祖 细 胞 的 进一步 分 析 通 过 表面 标记 CD31,CD34,CD144， 


说 


HPC 分 化 过 程 中 淋巴 柱 


CN 108350429 A 


(图 3A) ,CD45, 7 


样 细胞 潜能 ( 
[0229] NFR 


[0230] 


CD43 , CD45 , CD6 ,CD335,FIk-1 和 DLL4 的 磁性 分 选 来 进行 .第 8 天 将 HPC 分 选 成 CD1147/CD34， 
CD144/CD45,CD144/CD7 和 CD144/CD34/CD45/CD7 阳 性 和 阴性 级 分 以 及 未 分 类 的 对 照 (图 5) 。 


6A) 。 观 察 到 与 阴 
来 自 阳 性 级 
6B) .将 阳性 级 分 重新 涂 布 在 新 


E 


8 


最 高 的 。 


的 人 树 突 细胞 (DC) 群体 。 整 
四 胞 /mL 的 密度 重 
小 板 生成 素 


基 (SCP) 


四 胞 /mL 之 间 的 密度 接种 于 髓 样 祖 
首 约 2 周 ,监测 细胞 在 第 4 天 和 第 8 天 的 活力 和 CD34'/CD45 /CD43 的 


的 T 细 胞 
,CD144'/CD7' HPC 
兽 加 的 效率 ,如 通过 在 第 16 天 输入 HPC 与 输出 ?细胞 的 比率 所 测量 
的 ,然而 ,在 4 周 结束 时 过 程 的 累积 效率 显示 对 于 CD144/CD34/Cd45/CD7 阴 


著 增 加 ,这 由 


性 和 不 z 


性 级 分 是 


清 培养 雪 


分 化 以 产生 相对 纪 


组 织 培 养 板 或 烧瓶 上 培养 .将 细胞 以 0.5-1x108 个 台 
悬 于 含有 50ngymL 的 Flt-3 配 体 (FE1T-3L) .50ng/nL 于 细胞 因子 (SCF) .50ngy/mLl 
(TPO) ,50ng/mL 白 细胞 介 素 -3 IL-3) 和 50ng/mL 白 细胞 介 素 -6 (1L-6) 的 无 


曾 加 进一步 支持 (图 


分 化 ,将 细胞 以 0.25 至 0.5 百 万 个 名 


然后 将 这 些 部 分 进行 淋巴 样 分 化 过 程 并 在 第 16 天 分 析 CD3 细胞 的 存在 (图 
性 级 分 和 未 分 类 的 对 照相 比 , 每 个 阳性 级 分 显示 出 淋巴 样 潜能 显 


分 磁性 分 选 的 ?细胞 产生 的 富 集 倍数 的 


鲜 的 Ret-DLL4 表 面 上 进行 另外 两 周 。 


在 淋巴 样 分 化 4 周 时 ,第 8 天 CD144'/CD7* 和 CD144:/CD45”HPC 在 体外 持续 产生 T 细 
性 细胞 的 百分比 所 示 。CD3 细 胞 为 CD335 阳 性 ,CD161 阳 
受 体 (6B11) 阴性 .因此 ,晚期 状态 培养 物 具 有 新 生 的 NKZT 细 胞 表 型 。 另 外 
显示 在 产生 T 细 胞 时 具有 


-HPC 的 髓 样 分 化 


实施 例 2 和 3 的 CD34' HPC RERE 
个 过 程 中 细胞 在 低 附 才 


[0231] 


胞 ,如 图 7A 中 CD3 阳 


[0232] 
[0233] 


实施 例 5 


中 。 
[0234] yT FABER 
细胞 培养 基 4) HIF 


表达 。 观 察 到 CD34 群体 减少 并 且 在 培养 物 中 出 现 CD45 /CD43 /CD31 群体 。 该 阶段 培养 物 的 
d 3 HR ECDA3 /CD45 /CD31' /CD34 ^, 
[0235] 
[0236] 


BEREH HB 


KA: 
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[0237]  *StemSpan'"SFEM (Stem Cell Technologies, HEX 309650) ,Stem Pro 34 
(Invitrogen, E %3 10639-011) ,或 Stemline II (Sigma, H 3€ 5.80192) 可 以 被 用 作 无 血清 
培养 基 。 
[0238] ” 当 细 胞 显示 超过 50% 的 CD43'/CD45*/CD31'/CD34 细胞 表面 标记 表达 时 ,将 细胞 置 
于 髓 样 扩 增 培养 基 中 CKD) 8 天 。 每 隔 一 天 给 细胞 喂 新 鲜 培 养 基 。 在 8 天 结束 时 ,培养 的 细胞 
具有 富 集 的 散 样 细胞 群体 ,显示 80-90%% 的 CD43 /CD45 /CD31 /CD34 ,在 髓 样 扩 增 阶段 结束 
时 ,测定 细胞 数目 ,存活 力 和 纯度 。 

[0239] ” 表 5: 髓 样 扩 增 培养 基 
[0240] 


yS hî V 
GM-CSF 300-03 100ng/mL. 


[0241]  x*StemSpan'"SFEM (Stem Cell Technologies, HEX 709650),Stem Pro 34 
(Invitrogen, E %3 10639-011) ,或 Stemline II (Sigma, H 3€ 5.80192) 可 以 被 用 作 无 血清 
培养 基 。 
[0242] 最 后 ,在 16 天 培养 结束 时 ,将 培养 物 置 于 树 突 状 细胞 富 集 培养 基 CKO) 中 。 细 胞 密 
度 保 持 在 每 毫升 0.5-1 百 万 个 细胞 之 间 , 并 且 每 隔 四 天 在 无 离心 步 又 的 情况 下 给 细胞 喂 新 
鲜 培 养 基 。 在 这 个 分 化 阶段 几乎 没有 观察 到 增殖 。 相 反 ,观察 到 细胞 粘 附 在 低 附 着 板 上 并 且 
尺寸 增 大 。 在 一 周 结束 时 ,收集 村 本 并 通 过 流 式 细 胞 术 测 试 CD209’ , CD1a* ,HLA-DR’ , CD11c^, 
CD14, CD83 FICDSG6 HITE ZE (图 9-10) ,这 些 标记 主要 染色 髓 样 DC 而 不 是 浆 细 胞 样 DC (CD123 
Y) 。 将 细胞 维持 在 树 突 状 细胞 富 集 培 养 基 中 并 在 各 个 时 间 点 分 析 以 量化 产 率 和 纯度 。 对 细 
胞 离心 涂 片 进行 Eight 染 色 以 确认 树 突 状 细胞 的 典型 形态 。 

[0243]  ” 表 6: 树 突 细胞 富 集 培养 基 
[0244] 


E E‏ ا 
1% 
1% 


GM-CSF 300-03 100ng/mL. 


[0245] ”实施 例 6-PSC 分 化 和 T 细 胞 扩 增 的 方法 
[0246] PSC 向 CD34 淋巴 样 造 血 祖 细胞 的 分 化 :通过 聚集 悬浮 (3D) 培养 将 1C T 细 胞 来 源 的 
IPSC (通过 逆转 录 病 毒 重 编程 衍生 的 TiPSO) 分 化 为 CD34 造血 祖 细胞 。 在 Essential 8 (E8) 
培养 基 中 ,将 1C 细 胞 维持 在 Matrigel™- 或 玻 连 蛋白 - ع‎ 饲养 细胞 条 件 下 。 


B 
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基 ( 仅 包 含 E8 培 养 基 的 8 种 组 
发 2- 磷 酸 镁 和 亚 三 酸 钠 ) 中 以 0.5-1 百 万 个 细胞 / 
制备 聚集 物 。 在 摇 床 平台 上 以 15rpm (包括 所 有 随 


期 间 进 行 聚集 体形 成 


CN 108350429 A 说 BB cB 
在 补充 有 50ng/ml FGF2,50ng/ml VEGF,2uM CHIR99021 (GSK- 3 Jtr t 7 剂 ) 和 10uM 


(ULA) 烧瓶 中 培养 24 小 时 


EB) 进一步 转移 至 补充 有 造血 中 胚层 诱导 细胞 因 


清 分 化 培养 基 (50% IMDM, 5096 
0ng/ml 重 组 人 血清 白 和 蛋白 ,1x 非 


Drs AEE FR 307| 


blebbistatin QULEK2& HA -ILHA 的 Essential 3 (E3) ÈJ 


分 中 的 3 种 :DMEM/F12 基 础 培养 基 , 抗 坏 1 


ml 的 密度 从 亚 汇合 的 1C 细 胞 (<80 % C8) 


后 的 培养 步骤 ) 连续 搅拌 下 ,在 超 低 附 着 
[0247] “将 形成 的 细胞 聚集 体 ORC MS 


子 -25ng/ml BMP4.50mg/ml VEGF 和 50ng/ml FGF2 的 无 


Hams Fl12 培 养 基 ,100ug/ml 聚 乙烯 醇 ,10 


(Invitrogen) ,0.1x 化 学 确定 的 脂 质 补充 剂 (Invitrogen) ,125hM 抗 坏 血 酸 2- 磷 酸 镁 ,0.25b 


M 亚 油 酸 , 痕 量 元 素 补充 剂 A (0. 3x) ;B00.20 IC (0. 1x) (Corning) ,5mM 毛 化 钠 ,100pM 单 硫 代 


甘油 ,20nM 乙 醇 胺 ， الي‎ ml IGF1) 。 培 养 持续 4 天 ,第 二 天 完全 更 换 培 养 基 。 


,将 细胞 聚集 体 进一步 转移 至 补充 有 造 


卖 4 天 ,第 二 天 完全 更 换 培 养 基 。 


[0248] ”为 了 支持 造血 CD34 祖 细胞 的 分 化 和 扩 增 
ال ا‎ Al SCF.20mg/ml TPO.10ng/ml FLT3L.20ng/ml IL-3 和 25ng/ml 
BMP4 的 无 血清 分 化 培养 基 (如 上 所 述 ) SSEREÉ 


[0249] 在 1+4+4 (总 共 9 天 ) 分 化 过 程 后 收集 培养 物 .通过 在 37'C 在 Accutase (或 Accumax) 


寻 单 细胞 悬浮 液 .细胞 在 MACS 绥 冲 液 (含有 5mg/ml 


溶液 中 消化 分 化 细胞 聚集 物 15-20 分 钟 获得 


BSA 和 1lmM EDTA 的 PBS) 中 洗涤 ,通过 70nM 细 胞 过 滤器 过 滤 并 在 4 用 直接 CD34 顺 磁性 微 珠 
(Myltenyi Biotec) 标记 30 分 钟 。. 根 据 制 造 商 (Myltenyi Biotec) 的 建议 ,使 用 MS 或 LS 磁性 
柱 、 合 适 的 磁体 和 标准 分 离 程 序 分 离 CD34 细胞 .将 分 离 的 CD34 细胞 铺 在 T/NK 分 化 培养 板 


用 在 PBS 中 稀释 的 Notch 配 体 hDLL4-Fc 髓 合 蛋 
的 塑料 板 。 细 胞 铺 板 前 ,吸出 包 被 溶 


上 ,或 在 分 离 后 1 小 时 内 冷冻 保存 以 备 后 用 。 
[0250] T/A/NK 分 化 培养 物 :对 于 T/NK 分 化 ， 
和 retronectin (%0 .5ug/cm AMIE AHR FP MRE 


液 ,用 细胞 培养 基础 培养 基 (DMEM/F12 或 其 他 ) 洗涤 一 次 ,并 用 0.25ml/cm* 的 由 StemSpan 
SFEM (Stem Cell Technologies) .GlumaMax (1/100) ,PenStrep (1/200) ,抗坏血酸 磷酸 镁 
(250M 、 烟 酰胺 (2mM) 和 细胞 因子 SCF、TPO、FLT3L 和 IL7 (各 50ng/ml) 组 成 的 T 细 胞 分 化 培养 


基 (TCDM) 填充 。 分 离 的 PSC 衍 生 的 CD34 细胞 以 5000 个 细胞 /em 密度 铺 板 并 在 低 氧 (5%02) 
C0 培养 箱 中 培养 2 周 , 在 第 3 天 和 第 6 天 加 入 新 鲜 的 TCDM 培 养 体积 ,并 且 每 三 天 更 换 一 半 培 
养 体积 .通过 温和 重合 和 收集 非 贴 壁 细 胞 收获 


总 分 化 细胞 ,然后 用 PBS-EDTA (0. 5mM) 处 理 


首 , 将 组 织 培养 塑料 板 用 在 PBS 中 稀释 的 抗 -CD3mAb 


十 板 前 ,吸出 包 被 溶液 ,用 细胞 培养 
HImmunoCult XF 培 养 基 (Stem Cell 
田 胞 因子 IL2 和 IL7 (各 10ng/ml) 组 


10-15 分 钟 使 贴 壁 细胞 脱离 。 
[0251] 7T 细 胞 扩 增 培养 ;对 于 T 细 胞 扩 增 


(克隆 OKT3) 和 retronectin (%0 .5ug/cm^ 包 被 ,在 细胞 和 
基础 培养 基 (DMEM/F12 或 其 他 ) 洗涤 板 两 次 ,并 用 日 
Technologies) ,GlumaMax (1/100) ,PenStrep (1/200) 5 


成 的 0.2ml7ycmT 细 胞 扩 增 培养 基 (TCEM) 填充。 也 可 以 添加 IL15 和 /或 IL21 以 改善 扩 增 。 将 从 
T/ANK 分 化 培养 物 收获 的 细胞 以 20000 个 细胞 /cm 密度 接种 并 在 低 氧 (52602) C0? 培 养 箱 中 培 


半 培 养 体积 。 通 过 温和 地 重 其 和 


养 2 周 ,第 3 天 加 入 新 鲜 的 TCEM 培 养 物体 积 ,并 每 三 天 更 换 


收集 非 贴 壁 细胞 收获 扩 增 的 ?细胞 。 


[0252] ”实施 例 7- 用 于 产生 HPC 的 2D 方 案 
[0253] ”使 01279.107.3902 MeCP2 敲 除 和 TiPSCs1E 细 胞 经 历 用 于 产生 HPC 的 2D 分 化 方案 
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(图 16) .首先 ,在 Essential 8 (E8) HEHE fEMatrigel -Vitronectin RH FR EZE 


CN 108350429 A 说 ”有明 


无 饲养 细胞 条 件 下 将 iPSC 适 应 低 氧 条 件 5-10 次 传代 。 将 iPSC 个 体 化 ,并 且 在 补充 有 54M 


E (SFD) 培养 基 中 以 25000/em2 的 密度 在 PureCoat Amine- 涂 布 的 
B .SFD 基 础 培养 基 含 有 75%%IMDM(Invitrogen 12200-069) C& 


blebpbistatin 的 无 血清 形 
6 孔 板 (Corning Inc.) Ei 


Inm 


谷 氨 酰胺 和 25mM HEPES+P/S) ,25%Hams F12 (Mediatech 10-080-CV) ,0.5%N2- 补 充 剂 
(Invitrogen 17502-048) ,不 含 视 黄 酸 的 1%B27 补 充 物 (Invitrogen 12587-010) ,0.05% 


,补充 有 50ngmml BMP-4、VEGF 和 bFGF。 


BSA,50ug/ml 抗 坏 血 酸 和 4.5 X10-4M 单 硫 代 甘油 


[0254] ”通过 在 含有 75% IMDM (Invitrogen 12200-069) ( 含 谷 氨 酰胺 和 25mM HEPES+P/S) ~ 


2 补充 物 (Invitrogen 17502-048) 、 不 含 视 
0.05%BSA、50ng/ml 抗 坏 血 酸 和 4.5 X10- 


4M 单 硫 代 甘 油 的 补充 有 50ng/ml BMP-4、VEGF 和 bFGF 的 SFD 基 础 培养 基 中 培养 ,在 第 1 天 开始 
造血 分 化 的 诱导 ,在 第 2 天 ,将 培养 基 吸 出 并 将 细胞 置 于 新 鲜 的 BB1 培 养 基 中 。(SFD 茹 础 培养 
基 含 有 75% IMDM (Invitrogen 12200-069) ( 舍 谷 氨 酰 胺 和 25mM HEPES+P/S) ,25%Hams 2 


25%Hams F12(Mediatech 10-080-CV ,0.596N 
黄 酸 的 1%B27 补 充 物 (Invitrogen 12587-010) 、 


(Mediatech 10-080-CV) ,0.5%N2- 补 充 剂 (Invitrogen 17502-048) ,不 含 视 黄 酸 的 1%B27 


TPO (各 50ng/ml) 415000U/m1fÉf] FF 3& B] EA 
酰胺 和 25mM HEPES-P/S).2596Hams F12 


补充 物 (Invitrogen 12587-010) ,0.05%BSA,50ug/ml 抗 坏 血 酸 和 4.5X10-4M 单 硫 代 甘油 ， 
补充 有 50ng/m] BMP-4、YEGF 和 bFGP) ,在 其 中 培养 突 外 48 小 时 。 
[0255] ”在 第 5-10 天 ,吸出 培养 基 并 将 细胞 置 于 EB2 堵 养 基 中 进行 额外 48 小 时 。EB2 培 养 基 


包含 补充 有 50ng/ml Flt-3 配 体 、IL3、IL6、SCF 和 和 


75% IMDM (Invitrogen 12200-069) (ERA 


(Mediatech 10-080-CV) .0.5%N2- 补 充 剂 (Invitrogen 17502-048) 、 不 含 视 黄 酸 的 1%B27 
补充 物 (Invitrogen 12587-010) .0.05%BSA、50ugmml 抗 坏 血 酸 和 4.5X10-4M 单 硫 代 甘油 
的 新 鲜 SFD 基 础 培养 基 。 使 用 TrypLE 在 分 化 的 第 7、.8、9、10 天 收获 细胞 ,并 对 HPC 标 记 和 淋巴 


样 祖 细 胞 的 存在 进行 染色 。 


[0256] ”对 于 T 细 胞 分 化 ,将 HTPC 以 约 5,000 至 约 25,000 个 细胞 /cm 的 细胞 密度 接种 于 以 0.5 


ug/cm £8 fi Retronectin&lNotch DLL4 的 未 处 理 的 组 织 培养 板 上 。 将 HPC 在 StemSpan 无 ] 
清 扩 增 培 养 基 II (SFEM;StemCell Technologies) FEE A 196 Glutamax4 1% FEA 


ES , 17اااة9‎ 2 fL (WAKOSCUS zx) 以 及 50ng/mL 的 IL7、SCF、Flt-3 和 TPO (Peprotech) 的 
SFD 中 培养 ,每 18 小 时 补充 培养 基 , 并 在 2 周 时 将 细胞 非 酶 促 分 配 至 新 的 配 体 包 被 的 平板 。 另 
外 ,在 2 和 3 周 之 间 , 通 过 细胞 表面 标记 CD5 和 CD7 分 析 细 胞 中 T 前 体 细胞 的 存在 ,在 4 周 时 , 通 
过 细胞 表面 标记 CD3,CD4 和 CD8 分 析 细 胞 中 T 细 胞 的 存在 ,在 6-8 周 时 ,使 用 细胞 表面 标记 
CD4,CD8,CD3,CD94 和 CD56 分 析 细 胞 中 T 和 NK 细胞 的 存在 。 


响 


[0257] ”实施 例 8-MeCP2 破 坏 对 淋巴 样 分 化 的 影 


[0258] ”为 了 确定 MeCP2 在 造血 分 化 过 程 中 的 作用 ,产生 了 MeCP2 敲 除 iPSC 细 胞 系 。 将 雄性 
野生 型 (T) 01279 iPSC 细 胞 系 工程 化 以 敲 除 MeCP2? 以 产生 MyCGell 电 01279.107.3902 细 胞 


系 , 使 用 TAL 核 酸 酶 ,通过 轻 染 MeCP2 TALEN ,在 MeCP2 的 甲 基 CpG 结 合 结构 域 (图 17B) 之 前 插 


一 系列 终止 密码 子 , 然 后 通过 反 向 播 入 侧 接 LoxP 的 PGKp- 嗓 叭 霉 素 -SV40pA 进 行 含 有 终止 
密码 子 的 供 体质 粒 插入 。 用 MeCP2 TALENS 和 表达 野生 型 EBNA1 的 供 体 质粒 p1553 转 染 0.1279 


过 整合 PCR 进 行 筛 选 。 在 


3 


然后 挑 取 集落 并 i 


iPSC。 
[0259] FIER E A EEE A HER AHN, 
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ifi oe B e ve HF , 96 % ETL 1/1 01177 E XAT T JEN ZE EH TERIS oY 233 2 14 v EE JETER 
ifii , عر‎ LS v DEOS TE RAR Gr ZE R TERI « DSL مكلا‎ ERZA vu DEOR SEdRLAL FE TL DUE, 
发 现 两 个 克隆 是 多 克隆 的 。 选 择 一 个 单 克 隆 系 0.1279.107.302 并 充分 表征 以 供 进 一 步 研 
究 。 其 他 克隆 也 被 获得 并 表征 为 正确 工程 化 的 ,MeCP2 变 体 001、002、005 和 008 的 氨基 酸 比 对 
在 图 17C 中 示 出 。 变 体 008 不 编码 Methy1Cp6 结 合 域 。 

[0260] ”使 实施 例 1 的 01279.107.3902 MeCP2 敲 除 细胞 和 WT 01279 细 胞 经 历 用 于 产生 HPC 
的 3D 分 化 方案 (图 17A ,首先 ,在 Essential 8 (E8) 培养 基 中 的 Matrigel™ BE XE 8 A 718 fi 
的 超 低 附 着 平板 上 ,在 无 饲养 细胞 条 件 下 将 iPSC 适 应 低 氧 条 件 5-10 次 传代 。 在 补充 有 5bM 
blebbistatin 的 无 血清 确定 (SED) 培养 基 存 在 下 ,从 亚 汇 合 iPSC 以 0.25-0.5 百 万 个 细胞 /ml 
的 密度 制备 聚集 体 。 该 过 程 在 含有 75% IMDM (Invitrogen 12200-069) ( 含 谷 氨 酰 腕 和 25mM 
HEPES*P/S).2596Hams F12 (Mediatech 10-080-CV) .0.5%N2 补 充 物 (Invitrogen 17502- 
048) 、 不 含 视 黄 酸 的 1%B27 补 充 物 Invitrogen 12587-010) 、0.05%BSA、50ug/ml 抗 坏 血 酸 
IA. 5 x 10 WM 硫 代 甘 油 的 SFD 基 础 培养 基 中 的 超 低 附 着 (ULA 平板 或 旋转 瓶 中 进行 。 

[0261] | — HJÉ | A (EB) ,通过 在 前 4 天 用 50ng/ml 的 BMP-4,VEGF 和 bFGF 补充 SFD 基 础 
培养 基 来 启动 分 化 。 在 第 五 天 ,将 EB 培 养 物 置 于 各 50ng/ml 的 Flt-3 配 体 .IL3、IL6、SCF、 肝 素 
和 TP0 的 存在 下 .在 分 化 过 程 中 ,每 2 天 向 印 培 养 物 补充 一 半 体 积 的 含有 细胞 因子 的 新 鲜 分 
化 培养 基 直 至 低 氧 条 件 下 分 化 的 第 12-16 天 。 

[0262] ”对 于 淋巴 样 分 化 ,将 HPC 以 约 5,000 至 约 25,000 个 细胞 /cm 的 细胞 密度 接种 于 以 
0.5ugy/cm“ 履 盖 有 Retronectin 和 Notch DLL4 的 未 处 理 的 组 织 培养 板 上 。 将 HPC 在 补充 有 1% 
Glutamax,196 FA A BEZ ZX 9BUMILIR ILER (WAK0 实 验 室 ) 以 及 50ng/mL IL-7.SCF.F1t-34I 
TPO (Peprotech) 的 StemSpan 无 血清 扩 增 培养 基 II (SFEM; StemCell Technologies) 中 培养 。 
每 48 小 时 补充 培养 基 ,并 在 2 周 时 将 细胞 分 配 到 新 的 配 体 包 被 的 平板 .另外 ,在 2 和 3 周 之 间 ， 
通过 细胞 表面 标记 CD5 和 CD7 分 析 细 胞 中 T 前 体 细胞 的 存在 。 在 4 周 时 ,通过 细胞 表面 标记 
CD3,CD4 和 CD8 分 析 细 胞 中 T 细 胞 的 存在 。 在 6-8 周 时 ,使 用 细胞 表面 标记 CD4,CD8 ,CD3 ,CD94 
和 和 CD56 分 析 细 胞 中 T 和 NK 细胞 的 存在 。 

[0263] ”通过 在 HPC 分 化 的 第 5 天 、 第 7 天 、 第 9 天 和 第 11 天 收获 01279.107.3902、 
01279.107.3905、01279.107.3906、01279.107.3907 和 01279.107.3908 克 隆 来 分 析 MeCP2 敲 
除 殉 隆 在 分 化 成 淋巴 样 谱系 时 的 效率 ,在 先前 描述 的 时 间 点 将 冷冻 保存 的 HPC 细 胞 解冻 并 
涂 布 在 Retronectin 和 DLL4 包 被 的 平板 上 ,每 2 天 用 新 鲜 培养 基 喂 养 细胞 ,并 在 解冻 到 C 细 胞 
4 周 后 分 析 2 周 时 的 ?前 体 细胞 标记 (图 18A,18B) ,T 和 NK 细胞 标记 。 在 ?前 体 细胞 标记 的 分 析 
中 , 除 野 生 型 01279.107.0904 细 胞 外 的 所 有 细胞 均 具有 被 鉴定 为 CD5-CD7 CDT CD45 和 CD5- 
CD45* 的 T 前 体 细胞 的 存在 。 对 细胞 进行 CD45,CD7 和 CD5 (图 19) 和 CD56,CD8 和 CD3 (图 20) 的 表 
面 表 达 染 色 , 并 定量 T.NK 和 NK/T 细 胞 的 存在 。 

[0264] 由 于 已 知 细胞 的 输入 数量 ,因此 确定 了 T (CD3 /CD8) ,NK (CD3 /CD56”) 和 NK/T 细 胞 
(CD3 /CD56 的 绝对 数量 。 该 过 程 的 效率 通过 细胞 类 型 (T NK B NK T) 的 绝对 数量 /总 细胞 的 
输入 数量 的 比率 或 通过 细胞 类 型 的 绝对 数量 /了 PC 的 输入 数量 的 比率 来 计算 。 通 过 流 式 细胞 
术 在 FSC-SSC 门 和 淋巴 样 分 散 门 下 定量 T 细 胞 百分比 (CD3 /CD8”) (图 17) 和 NK 细胞 百分比 
(CD3-/CD56^) (图 21) ,还 测定 了 新 出 现 的 NK/T (CD3'/CD56") , (CD3'/CD8') ,NK/T (CD3' /CD56 
5 和 NK (CD3-/CD56^) 细胞 的 数量 ,进一步 分 析 表 明 ,在 分 化 的 第 11 天 ,CD235/CD7 ,CD144 / 
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D114 和 Flk-1 /CD34 的 表达 下 降 。 由 于 在 分 化 的 第 11 天 没有 淋巴 样 细胞 ,这 可 能 意味 着 这 

些 标记 的 表达 的 某 个 阔 值 水 平 对 于 在 存在 DLL4 的 情况 下 诱导 细胞 朝向 淋巴 样 细胞 分 化 是 

必需 的 。 

[0265] 1 细胞 标记 的 分 析 显 示 MeCP2 K0 细 胞 系 但 非 MeCP2WT 细 胞 系 具有 淋巴 样 分 化 的 潜 

力 。 来 自 MeCP2 WT 细胞 的 第 9 天 HPC 祖 细胞 基本 上 没有 CD3”CD8 ”TT 细 胞 ,而 测试 的 其 他 HPC 祖 

细胞 分 化 为 CD3* CD8 T 细 胞 群体 ,因此 ,MeCP2 的 甲 基 结 合 结构 域 的 敲 除 增强 了 HPC 祖 细胞 

产生 T 和 NK 细胞 的 潜力 。 

[0266] kK 

[0267] ”根据 本 公开 内 容 , 可 以 在 没有 过 度 实验 的 情况 下 制作 和 执行 本 文公 开 和 要 求 保护 

的 所 有 方法 。 虽 然 本 发 明 的 组 合 物 和 方法 已 经 根据 优选 实施 方案 进行 了 描述 ,但 是 对 于 本 
领域 技术 人 员 来 说 明显 的 是 ,可 以 在 不 脱离 本 发 明 的 构思 、 精 神 和 范围 的 情况 下 对 所 述 方 

法 的 步骤 或 者 所 述 方法 的 步骤 顺序 进行 变化 。 更 具体 地 说 ,明显 的 是 ,化 学 和 生理 学 上 相关 

的 某 些 试剂 可 以 代替 本 文 所 述 的 试剂 ,而 获得 相同 或 相似 的 结果 。 对 于 本 领域 技术 人 员 明 

显 的 所 有 这 些 类 似 的 蔡 代 和 修改 被 认为 是 在 由 所 附 权利 要 求 限 定 的 本 发 明 的 精神 、 范 围 和 

概念 内 。 

[0268] 参考 文献 

[0269] ”以 下 参考 文献 ,就 其 提供 的 示例 性 程序 性 补充 或 其 他 细节 补充 到 本 文中 冰 述 的 那 

些 的 程度 ,通过 引用 明确 地 并 入 本 文 。 

[0270] Abboud 等 人 ,Blood,58:1148-1154,1981. 

[0271] Akkina 等 人 ,J.Virol.,70:2581-2585,1996. 

[0272] Alexander 等 人 ,Proc.Nat.Acad.Sci.USA,85:5092-5096,1988. 

[0273 Ausubel 等 人 ,Current Protocols in Molecular Biology,Greene 

Publ.Assoc.Inc.&John Wiley&Sons, Inc.,MA,1996. 

[0274] Biswas 等 人 ,Annals NY Acad.Sci.,590:582-583,1990. 

[0275] Biswas, 等 人 ,J.Clin.Microbiol. ,29:2228-2233,1991. 

[0276] Blomer 等 人 ,J.Virol. ,71 (9) :6641-6649,1997. 

[0277] Chen and Okayama,Mol.Cell Biol.,7(8):2745-2752,1987. 

[0278] Doulatov 等 人 ,Cell Stem Cell.10:120-36,2012. 

[0279] Ercolani 等 人 ,J.Biol.Chem. ,263:15335-15341 ,1988. 

[0280] Evans, 等 人 ,In:Cancer Principles and Practice of Oncology,Devita 等 人 

(Eds.) ,Lippincot-Raven,NY,1054-1087,1997. 

[0281] ”Fauser 等 人 ,Stem Cells,1:73-80,1981 

[0282] Fechheimer 等 人 ,Proc Natl.Acad.Sci.USA,84:8463-8467,1987. 

[0283] Fraley 等 人 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,76:3348-3352,1979. 

[0284] Frisan 等 人 ,Epstein-Barr Virus Protocols,Part III,125-127, 

[0285] 01 

[0286] Furie and Furie ,Cell 53:505-518,1988. 

[0287] Golde 等 人 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,77:593-596,1980. 

[0288] Graham and Van Der Eb,Virology,52:456-467,1973. 


m 


NI 


40 


CN 108350429 A 说 BB # 36/38 页 


[0289] Haddada 等 人 ,in Current Topics in Microbiology and Immunology ,1995. 
[0290] ”国际 公开 号 WO 94/09699 

[0291] ”国际 公开 号 WO 95/06128 

[0292] ”国际 公开 号 WO 96/39487 

[0293] Jaenisch,Science 240:1468-1474,1988. 

[0294] Kaeppler 等 人 ,Plant Cell Reports 9:415-418,1990. 

[0295] | Karin$$ AK Ce11,36:371-379,1989. 

[02966] Kato et al,J.Biol.Chem.,266:3361-3364,1991. 

[0297] | KimSE A , J.Virol.,66:3879-3882,1992. 

[0298] Knust et al,EMBO ]J.761-766,1987. 

[0299] Ladi 等 人 ,Nature Immunology,7:338-343,2006. 

[0300] Langle-Rouault 等 人 ,J.Virol.,72(7) :6181-6185,1998. 

[0301] Levitskaya 等 人 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,94 (23) :12616-12621,1997. 
[0302] Lusis,Blood,57:13-21,1981. 

[0303] Macejak and Sarnow,Nature,353:90-94,1991. 

[0304] Maniatis, 等 人 ,Molecular Cloning,A Laboratory Manual,Cold Spring 
Harbor Press,Cold Spring Harbor,N.Y.,1988. 

[0305] | MannSE A ,Ce11,33:153-159,1983. 

[0306]  Minskaia and Ryan,2013 

[0307] | Nabel5$ A , Science, 244 (4910) :1342-1344,1989. 

[0308] Naldini A,Science,272 (5259) :263-267,1996.Zufferey SE À, 
Nat.Biotechnol.,15 (9) :871-875, 

[0309] | 1997. 

[0310] | Ng,Nuc.Acid Res.,17:601-615,1989. 

[0311] | Nicola, SE A ,Blood,54:614-627,1979. 


[0312] Nicolas and Rubenstein,In:Vectors:A survey of molecular cloning 


vectors and their uses,Rodriguez and Denhardt,eds.,Stoneham:Butterworth, 
pp.494-513,1988. 

[0313] Nicolau and Sene,Biochim.Biophys.Acta,721:185-190,1982. 
[0314] | Nicolau&& A , Methods Enzymol.,149:157-176,1987. 

[0315] ”Notta 等 人 ,Science ,218-221 ,2011. 

[0316] — Okabe,J.Cell.Phys.,110:43-49,1982. 

[0317] “Paskind 等 人 , Virology,67:242-248,1975. 

[0318] | Patent Publication No.EP1507865 

[0319] | Pelletier and Sonenberg,Nature,334 (6180) :320-325,1988. 
[0320] Potrykus 等 人 ,Mol.Gen.Genet. ,199 (2) :169-177,1985. 

[0321] ”Potter 等 人 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,81:7161-7165 ,1984. 
[0322] ”Quitsche 等 人 ,J.Biol.Chem. ,264:9539-9545 ,1989 . 

[0323] Richards 等 人 ,Cell,37:263-272,1984. 


41 


CN 108350429 A 说 BB # 37/38 页 


Rippe, 等 人 ,Mol.Cell Biol.,10:689-695,1990. 

Sambrook and Russell,Molecular Cloning:A Laboratory Manual,3rd 
Spring Harbor 

Lab.Press,2001. 

Suzuki et al,EMBO J.6:1891-1897,1987. 

Temin,In:Gene Transfer,Kucherlapati (Ed.) ,NY,Plenum Press,149-188, 


Tur-Kaspa 等 人 ,Mol.Cell Biol.,6:716-718,1986. 
美国 专利 申请 12/715 ,136 
美国 专利 申请 No.08/464,599 
美国 专利 申请 No.61/088 ,054 
美国 专利 号 4,683 ,202 
美国 专利 号 5,030 ,015 
美国 专利 号 5,302,523 
美国 专利 号 5,322,783 
美国 专利 号 5,384,253 
美国 专利 号 5,464,765 
美国 专利 号 5,486 , 9 
美国 专利 号 5,538 ,877 
美国 专利 号 5,538 , 0 
美国 专利 号 5,550 , 8 
美国 专利 号 5,556 ,954 
美国 专利 号 5,563 ,055 
美国 专利 号 5,580 ,859 
美国 专利 号 5,589 ,466 
美国 专利 号 5,591,616 
美国 专利 号 5,610 ,042 
美国 专利 号 5,656 ,610 
美国 专利 号 5,702,932 
美国 专利 号 5,736 ,524 
美国 专利 号 5,780 ,448 
美国 专利 号 5,789 , 5 
美国 专利 号 5,928 , 6 
美国 专利 号 5,945 , 0 
美国 专利 号 5,981 ,274 
美国 专利 号 5,994,136 
美国 专利 号 5,994,624 
美国 专利 号 6,013 6 
美国 专利 号 8,372 ,642 


42 


[0324] 
[0325] 
Ed.Cold 
[0326] 
[0327] 
[0328] 
1986. 
[0329] 
[0330] 
[0331] 
[0332] 
[0333] 
[0334] 
[0335] 
[0336] 
[0337] 
[0338] 
[0339] 
[0340] 
[0341] 
[0342] 
[0343] 
[0344] 
[0345] 
[0346] 
[0347] 
[0348] 
[0349] 
[0350] 
[0351] 
[0352] 
[0353] 
[0354] 
[0355] 
[0356] 
[0357] 
[0358] 
[0359] 
[0360] 


CN 108350429 A 说 BB # 38/38 页 


[0361] ”美国 专利 公开 号 20020055144 

[0362] ”美国 专利 公开 号 20090148425 

[0363] Wilson 等 人 ,Nature Reviews Immunology,9:91-105,2009. 

[0364] Wilson 等 人 ,Science,244:1344-1346,1989. 

[0365] Wong 等 人 ,Gene,10:87-94,1980.Kaneda 等 人 ,Science,243:375-378,1989. 
[0366] Wynn,Nature Immunology ,6:1069-1070, 2005. 

[0367] Yamanaka A ,Ce11,131 (5) :861-72 ,2007 . 


43 


44 


图 1A 


7 — ^ ا 


Xt x1 ¥0 


E 


CEM WOES 


Hd ¥ 0T 


1/37 页 


Bg Ë 附 


i 


CN 108350429 A 


45 


B 


1 


E 


2/31 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


3/37 页 


(EE E/T) ZO IN 


EERIE O SI 


说 Bj # Mi 


U OES 
esp hd Po 
n eor aeg] sd 
* eu e 


jean) pi padi 
p 
3 


«i sm i 
#0 BEC 


(HERI 796910 
. Ge Pin toi 
TITEL 


tk PICO ROS 28d « 


ERLT) 8200 


21-5 B ay BS d Bd 


46 


Coo 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 HH 书 附 4/37 页 


(gie nt 
Md 


: EHH سرب‎ 
Gro) 
ORE Ci 
ES i 


图 1D 


4T 


CN 108350429 A 说 BH PB B 


5/37 页 


GIU A gx 
[or ce 


د 
LC‏ 
w^‏ 


48 


CN 108350429 A 说 BH PB B 


6/37 页 


WETAN 


图 3A 


49 


50 


图 3B 


لق 


PLI 


| ب‎ y 


uk 
: 


ES 


ex) 


7/31 页 


A -B 附 


i 


CN 108350429 A 


51 


图 3C 


8/37 页 


A -B 附 


i 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 HH 书 附 9/37 页 


DTps t£ Gk eb 


T 


CT dE (淋巴 样 ) 


„EE DOD EO 


3C 续 


si 


52 


53 


NC‏ :بين 


E09) 


10/37 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


54 


d 


图 4 


B 34r Eh 


2145 BE alf 


O -e- POIO سه‎ WTO = 
HO <o De KH es 


e PELOOREQO -o- LODE =‏ و3800 
د AGD‏ د MO -e- YEO‏ 


cei عون‎ 


11/37 页 


A -B 附 


i 


CN 108350429 A 


55 


图 5 


y 


A 


12/31 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


56 


图 6A 


TACI‏ ول ا فيا 


وما A‏ ودووره | 


TOG 


HES 


ccc UOHHOO 
| +O 


BBG HB £09 % 


分 化 第 16 天 的 CD3 表达 


13/37 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


51 


图 6B 


Rm 


和 


14/37 页 


BB 


明 


i 


CN 108350429 A 


58 


图 7A 


Hig ps] £00 % 


在 4 周 的 CD3 表 达 


15/37 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 BH PB B 


16/37 页 


图 7B 


59 


60 


图 8A 


[T en 


ال | 


و وروي — 


OH 


[norme 


طم | سبي 


a 


EES 


ERA 


在 第 16 天 过 程 的 效率 


17/37 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


18/37 页 


CN 108350429 A 说 BB 书 B8 
在 4 周 结束 时 过 程 的 累积 效率 


图 8B 


61 


19/37 页 


ec 


CS 


Bg 书 附 


LES 
<E 


说 


CN 108350429 A 


HE Eo Bd 


9A 


图 


62 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 20/37 页 


AUG C n AUI uu | A0 
Gae Ld n eu in a E 一 hfP1 T Fs ate: (Pi in pi in a) 


Ode xx 2 dps E & Ue E x 

£f - Ugo ES F 1 wt x. UP 1 3 0 
& E i uk UN: E. Ms 7 ام‎ ck 
A: LOW 9s Bossus » UM zit" FC aat E 


| ey TO (0402403 ror 
HC O o RAN ee 


HK 


图 9B 


63 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 21/37 页 


4E 4C 4 F02 OVATE 0 NAR 
Gale RE. - Gate RI 


在 4 的 0YA 摄 取 


P ^ P po "o MA. pe 0 p 0 108 02 
OUAE(TC-À 00 OARA 


图 10 


64 


65 


EE 


22/31 页 


书 附 


明 


i 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 23/37 页 


FE (ERA) 


图 13 


66 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 24/37 页 


TTA ا‎ 0 
5 vs oo SE 3 i 


X dar 3 


无 si iO d 
sc sD 


图 15 


67 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 25/37 页 


SFD 2D 


viis 011111111011100 


FIEL SOF TPO LA L6 


BUPA VEGF, 
BOR |. 


| euet VECE, 
bFGF 


图 16B 


68 


26/37 页 


说 Bj PB Mi 


* 
E 
Ege 
Ba 
+ 
E 
MET 
SUNG 
jon] 
c QN 
ES 
CK 
x 
0 
7o 
M 
ise 


KU —PÀ XN CN 


图 16C 


69 


CN 108350429 A 


TO 


16D 


图 


200 


D 


21/31 页 


A -B 附 


i 


"* 01-L E 


dH Q0 SI 5011 66 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 28/37 页 


ANA 


图 16E 


2 周 的 3902 2D T 细胞 标记 表达 


| 和 7 天 
.天 


€ " — ْ٠ 0 ; - | 9X 


cos œs 08 03 
标记 


阳性 百分比 


图 16F 


21 


29/37 页 


书 附 图 


图 16G 


2 周 
S. HPC: 输出 CD3+ 
EEN 
10 
1:0 
1:053 


输入 HPC: 输出 CD3+ 
1:9.081 
(:588 


图 16H 


72 


ipsle 20 1 细胞 标记 表达 


Tis de 


aisi a 


TE 


CN 108350429 A 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 30/37 页 


图 17A 


T3 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 31/37 页 


T 


" 
8 


A3 م‎ 


» 


EN 


图 17B 


T4 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 32/37 页 


TET 


EE 


EFE 


II 


图 17C 


T5 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 33/37 页 


图 18A 


l J= coatn _ 
م‎ 000001 (Nag 


HAE d JI 


图 18B 


76 


CN 108350429 A 说 BH 书 附 34/37 页 


区 阳性 细胞 


342 3949 392 299 392 
7 天 8X 9 天 10% 11 


图 18C 


Tî 


T8 


19C 


图 


f‏ ماو و 


|, 98835 


NET | 
Tura debe 2:37 | 


qun) TOR D 
988-288 KE 


19B 


图 


i 


° 804 OSS-0Sdap Ww xb de acd 


93 


YY 


. 0 <0 لوج‎ ETT 


35/31 页 


BH -B Mj 图 


i 


CN 108350429 A 


36/31 页 


ies 


Qn. 


juin 


Vids ve 


Bg 书 附 


79 


说 


CN 108350429 A 


80 


图 21B 


1 wei UBER 
i Wd EL nw go $06 
jo MWEPNYL HYLTE 
MINY Lnd dos 
z IM e HHET OG 
| IWONY ugeri 
i dACOSUYL (ESTO 
cox mp [ADS اعد‎ EES 
"OBS cj IMQOSN او اعد‎ 
cj MEP معد‎ EEE 
E IWA وعد‎ ES 
IWIN ¥L WR 


iu 


ic 


图 21A 


دحي سد 


37/31 页 


A -B 附 


i 


CN 108350429 A 


